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Das Magenkarzinom hat  mit  einer  5-Jahres-Gesamtüberlebenswahrscheinlichkeit  von
20-30% nach wie vor eine schlechte Prognose. In dieser Studie wurde die Expression
von Syndecan-4, einem transmembranen Heparansulfatproteoglykan mit Beteiligung an
Zellmigration, Zell-Matrix-Interaktionen und Angiogenese, und seine Bedeutung für die
Prognose  des  Magenkarzinoms  untersucht.  Immunhistologische  Analysen  an  161
Magenkarzinomen zeigten eine Überexpression von Syndecan-4 im Tumor im Vergleich
zur nichttumorösen Magenmukosa, eine zonale Expression innerhalb des Karzinoms mit
Zunahme zur Invasionsfront hin und eine Korrelation der Syndecan-4-Überexpression
mit  klinisch-pathologischen  Parametern  eines  fortgeschrittenen  Tumorstadiums  wie
lokalen Tumorausbreitung, Lymphknoten- und Fernmetastasierung sowie Angioinvasion.
Des Weiteren ging eine hohe Syndecan-4-Expression mit einer kürzeren Überlebenszeit
der Patienten einher.  Die immunhistologischen Expressionswerte korrelierten mit  den
per ELISA und LC-PCR ermittelten Protein- und RNA-Konzentration von Syndecan-4.
Zudem identifizierte die Analyse morphologischer Parameter der Invasionsfront wie eine
infiltrative Invasionsfront,  eine fehlende oder  geringe Lymphozyteninfiltration und das
Vorhandensein  von  Tumorbudding  als  negative  prognostische  Marker  des
Magenkarzinoms.  
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Einleitung
1.  EINLEITUNG
1.1  Das Magenkarzinom
1.1.1  Ätiologie des Magenkarzinoms
Zu den ätiologischen Faktoren, die die Entstehung eines Magenkarzinoms begünstigen,
gehören  vor  allem  die  chronische  Gastritis,  Präkursorläsionen  der  Magenmucosa,
genetische Faktoren und Umweltfaktoren. 
1.1.1.1  Chronische Gastritiden
Eine chronische Gastritis ist durch eine Infiltration der Lamina propria mit Lymphozyten
und Plasmazellen gekennzeichnet und muss histologisch diagnostiziert werden. Gemäß
der Sydney-Klassifikation wird die chronische Gastritis ätiologisch in 3 Typen unterteilt:
Die  Typ  A-Gastritis,  oder  auch  Autoimmungastritis,  zeichnet  sich  durch  Antikörper
gegen die Protonenpumpe der Parietalzellen (90% der Fälle) und durch Intrinsic-Factor-
Antikörper (50% der Fälle) aus. Als Folge kommt es zu einer chronischen Entzündung in
Fundus und Corpus mit Atrophie der Drüsenkörper und einer intestinalen Metaplasie.
Die  atrophische  Autoimmungastritis  ist  eine  fakultative  Präkanzerose  des
Magenkarzinoms(69).
Die bakterielle Gastritis (Typ B) ist eine durch die Besiedlung mit  H. pylori induzierte
chronische Entzündung und stellt mit 80-90% der Fälle die häufigste Form der Gastritis
und einen der wichtigsten Risikofaktoren für die Entstehung eines Magenkarzinoms dar
(70,77,162).  H.  pylori kolonisiert  die  Mucosa  des  Magens  und  spaltet  enzymkatalysiert
Harnstoff in Ammoniak und Kohlendioxid. Ammoniak erhöht den ph-Wert in der direkten
Umgebung des Bakteriums,  so dass die  Toxizität  der  Magensäure  neutralisiert  wird.
Über verschiedene Pathogenitätsfaktoren wie Cag oder VacA wird die Magenmucosa
geschädigt  und  die  Gastrinfreisetzung  erhöht  woraus  eine  Entzündung  der
Magenschleimhaut  resultiert.  Durch  persistierende  Entzündung  und  konsekutiven
oxidativen Stress  kommt es  zur  Mukosaatrophie,  intestinalen  Metaplasie  bis  hin  zur
Dysplasie(167). Aus der Dysplasie kann im Verlauf ein Magenkarzinom entstehen(28,164).
Die  chemisch-toxischen  Gastritis (Typ  C)  wird  durch  Gallereflux,  Medikamente,
Nikotin-  oder  Alkoholkonsum  induziert  und  führt  zu  Ödemen  und  Fibrosierung  der
Mukosa(69).
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1.1.1.2  Präkursorläsionen 
Präkursorläsionen sind epitheliale Veränderungen, die die Entstehung eines Karzinoms
begünstigen. Dem intestinalen Typ des Magenkarzinoms geht eine Serie sequenzieller
präkanzeröser  Veränderungen  der  Magenmukosa  voraus,  bekannt  als  Correa-
Hypothese(33),  zu deren definierte Stadien die chronisch aktive nicht-atrophe Gastritis,
die multifokale atrophe Gastritis, die komplette und später inkomplette Metaplasie und
die intestinale Neoplasie gehören. Karzinome vom diffusen Typ nach Laurén entwickeln
sich  auf  einer  kürzeren,  bisher  weniger  gut  charakterisierten  Sequenz  epithelialer
Veränderungen.(187)
Die  chronisch-aktive,  H.pylori-assoziierte  Gastritis  kann  nicht-atrophisch  persisitieren
oder über eine multifokale atrophe Gastritis (mit intestinaler Metaplasie) zum Karzinom
fortschreiten. Die Pan-Gastritis oder Corpus-prädominante Gastritis zeigt das höchste
Risiko  für  die  Entstehung  eines  Magenkarzinoms  im  Vergleich  zur  Atrophie  oder
intestinalen Metaplasie(29,79,121,173), wobei für letztere auch diskutiert wird, ob es sich nicht
vielmehr um ein parakanzeröses und nicht präkanzeröses Phänomen handelt (92)
Die  Atrophie ist gekennzeichnet durch einen Verlust des spezifischen Drüsenkörpers
und  tritt  meist  herdförmig  multifokal  auf.  Die  intestinale  Metaplasie ist  eine
Umdifferenzierung des Epithels der Magenschleimhaut mit Ausbildung von Becherzellen
und, je nach Subtyp, variabler Enzym- und Muzinproduktion (69). Hier wird der komplette
bzw.  Dünndarm-Phänotyp  vom  inkompletten  Typ  angegrenzt.  Eine  weitere
Metaplasieform ist die  spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia (SPEM), die
eine pseudopylorische Metaplasie mit Ersatz der Fundusdrüsen (=oxyntische Atrophie)
durch  Drüsen  antralen  Phänotyps  mit  Expression  des  spasmolytischen  Polypeptids
TFF2  aufweist.  Sie  ist  vor  allem  bei  japanischen  Patienten  mit  einem
Magenfrühkarzinom  oder  Magenstumpfkarzinom  assoziiert(45,186)und  stellt  die  die
häufigste  Präkursorläsion  in  murinen  Modellen  zur  Magenkarzinogenese  dar (61).  Die
intraepitheliale  Neoplasie entsteht  sowohl  auf  dem  Boden  einer  intestinalen
Metaplasie,  als  auch  sporadisch  und  gilt  aufgrund  genetischer  Veränderungen  als
obligate  Präkanzerose  des  Magenkarzinoms(137).  Histologisch  unterscheidet  man  2
Subtypen: Die low-grade und high-grade intraepitheliale Neoplasie. (29) In 80% der Fälle
entwickelt sich aus der intraepithelialen Neoplasie ein Karzinom(69). 
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Adenome des  Magens sind  polypoide  Läsionen  der  Magenschleimhaut  mit
intraepitheliale  Neoplasie(153).  Man  differenziert  tubuläre,  tubulovillöse  und  villöse
Adenome.  Neben  dem  histologischen  Aufbau  sind  der  Grad  der  intraepithelialen
Neoplasie,  das  makroskopische  Erscheinungsbild  und  die  Größe  prognostisch
entscheidend. So entarten Adenome mit einer Größe unter 2cm in ca. 3% der Fälle und
Adenome größer 2cm in 40-50% der Fälle. Villöse Adenome haben generell ein höheres
Entartungsrisiko(69).
 
1.1.1.3  Genetische Faktoren
Obwohl lediglich etwa 10% der Magenkarzinome eine erbliche Komponente aufweisen
(103),  wurden  in  den  letzten  Jahren  diverse  genetische  Faktoren  identifiziert,  die  die
Entstehung eines Magenkarzinoms begünstigen. 
So erkranken Träger der Blutgruppe A signifikant häufiger(68). Bei Verwandten 1. Grades
mit einem Magenkarzinom ist das individuelle Risiko ebenfalls erhöht (190). Auch kommt
es  ihm  Rahmen  des  autosomal-dominant  vererbten  hereditären  non-polypösen
kolorektalen Karzinoms gehäuft zu Magenkarzinomen(97,112). 
Weitere  Syndrome  mit  einem  erhöhten  Magenkarzinomrisiko  sind  die  Familiäre
adenomatöse  Polyposis  (FAP),  das  Li-Fraumeni-Syndrom  und  das  Peutz-Jeghers-
Syndrom(69).
Das familiäre Magenkarzinomssyndrom (herditäres diffuses Magenkarzinom) beruht auf
einer Mutation im CDH1-Gen von E-Cadherin(148).
Darüber  hinaus  konnten  El-Omar  et  al.(44) zeigen,  dass  ein  Polymorphismus  des
Interleukin-1B-Genes  (C-T  und  T-C  Transposition  der  Positionen  -511  und  -31)  in
Kombination  mit  einem  Tandem-Repeat  in  Intron  2  des  Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten-Genes (IL1RN) zu einem erhöhten Karzinomrisiko führt.
1.1.1.4  Umwelteinflüsse
Inzidenz  und  Prävalenz  des  Magenkarzinoms  zeigen  deutliche  geographische
Unterschiede  mit  einem erhöhten  Erkrankungsrisiko  in  den  Industrienationen(141).  Es
besteht eine enge Korrelation zwischen einem erhöhtem Konsum von Tabak, Alkohol
oder stark gesalzenen, oder geräucherten Speisen und einem vermehrten Risiko, an
einem  Magenkarzinom  zu  erkranken(51,168).  Adipositas  und  mangelnde  körperliche
Aktivität begünstigen ebenfalls die Entstehung eines Magenkarzinoms.
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1.1.2 Epidemiologie (Inzidenz, Geschlecht, Alter)
Weltweit gibt es ca. 20/100.000 Neuerkrankungen pro Jahr, in Europa ca. 30/100000.
Männer sind etwa doppelt so häufig betroffen wie Frauen. Das Magenkarzinom ist bei
Männern die 5. häufigste maligne Erkrankung und belegt bei Frauen Platz 8. Es macht 4
– 5% aller malignen Erkrankungen aus und verursacht 5% aller Krebssterbefälle. Das
mittlere  Erkrankungsalter  ist  bei  Männern  das  71.  Lebensjahr,  Frauen  erkranken  im
Mittel mit 75 Jahren. Die Inzidenz des Magenkarzinoms ist, insbesondere aufgrund der
Helicobactereradikation, in den westlichen Nationen seit Jahren rückläufig und liegt in
Deutschland bei ca. 26/100000 Männer bzw. 17/100000 Frauen. 
Während das Magenkarzinom vom diffusen Typ global etwa mit der gleichen Häufigkeit
vorkommt,  ist  der  intestinale  Typ  eng  mit  dem  Vorkommen  chronischer  Gastritiden
assoziiert und zeigt besonders in den Industrieländern eine hohe Prävalenz (besonders
Japan, Finnland, USA, Deutschland)
(www.rki.de, Krebs in Deutschland, Häufigkeiten und Trends, 7. Auflage 2010)
1.1.3 Diagnostik
Zu den klinischen  Symptomen des Magenkarzinoms gehören allgemeine Symptome
wie  Müdigkeit,  Gewichtsverlust,  Nachtschweiß,  subfebrile  Temperaturen,  Inappetenz,
Übelkeit  und  Leistungsminderung,  aber  auch  lokalisationsspezifische  Symptome  wie
Dysphagie  (Kardianähe)  oder  Magenentleerungsstörungen  (Pylorusnähe).  Auch
Blutungen  wie  Hämatmesis  und  Meläna  können  auftreten.  Palpable  Tumore  im
Epigastrium und vergrößerte Lymphknoten besonders supraclaviculär (Virchow-Drüse)
können bei der körperlichen Untersuchung richtungsweisend sein.
Anamnestisch  sollten  Risikoerkrankungen  wie  das  Ulcus  ventriculi  et  duodeni,
rezidivierende  oder  chronische  Gastritiden  und  vorausgegangene
Magen(teil)operationen erfragt werden.
Als Goldstandard der Diagnostik gilt die Gastroskopie mit Biopsien suspekter Herde (124). 
Die  Hauptsäulen  der  bildgebenden  Diagnostik  sind  die  Computertomographie  mit
Doppelkontrasttechnik  und  die  Endosonographie.  Beide  Verfahren  dienen  der
Beurteilung der Invasionstiefe und der regionalen Lymphknoten. Tumormarker wie CEA,
CA 19-9 und CA 72-4  eignen sich lediglich  zur  Verlaufskontrolle  und spielen  in  der
Diagnostik eine untergeordnete Rolle(124).
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1.1.4 Pathohistologische Begutachtung
Die  pathohistologische  Begutachtung  des  Magen(teil)resektates  besteht  aus  einer
makroskopischen  Beschreibung  unter  genauer  Angabe  des  Resektionstypes,  der
Tumorgröße,  Tumorform,   Tumorlokalisation,  Entfernung  des  Tumors  zu  den
Resektaträndern,  Angaben  zur  makroskopischen  Serosapenetration  sowie  einer
histologischen Aufarbeitung zur Feststellung des histologischen Types,  Gradings und
TNM- sowie R-Klassifikation gemäß der aktuell gültigen UICC-Klassifikation.  
1.1.4.1  Lokalisation
Über 65% aller Magenkarzinome sind im Antrum/ Pylorusbereich lokalisiert. Jeweils 10-
25% finden sich im Korpus- bzw. Fundusbereich, der kleinen Kuvatur oder der Kardia. 
Befällt ein Karzinom mehrere Unterbezirke, so wird es jenem Bezirk zugeordnet in dem
sich der größte Volumenanteil befindet (longitudinaler Durchmesser)(135)
1.1.4.2  Makroskopie
Die meisten  Magenkarzinome entwickeln  sich  auf  dem Boden einer  intraepithelialen
Neoplasie als polypoide, aber auch als flache Läsion. 
Anhand der Bormann-Klassifikation lässt sich das makroskopische Erscheinungsbild der
Magenkarzinome in vier Grade untergliedern:
Typ 1 polypös  exophytisch ( 35 % )
Typ 2 ulzeriert, mit scharfer Begrenzung ( 35 – 40 % )
Typ 3 ulzeriert, mit unscharfer Begrenzung ( 20 % )
Typ 4 diffus infiltrierend ( 20 % )
Diffus wachsende Karzinome (Typ 4) infiltrieren oberflächlich Mucosa und Submucosa
und  erzeugen  plaqueartige,  flache  Defekte  mit  und  ohne  Ulzerationen.  Muzinöse
Adenokarzinome zeigen eine gelantinartige glänzende Oberfläche(135).
Der  Anteil  von  Frühkarzinomen  in  den  westlichen  Staaten  liegt  bei  etwa  20% aller
diagnostizierter  Magenkarzinome.  Definitionsgemäß  beschränkt  sich  seine
Tiefenausdehnung auf die Mukosa oder Submukosa. Die Prognose ist nach kurativer
Operation  günstig(69).  Die  Einteilung  des  Frühkarzinoms  nach  Wachstumstyp,
Tumorgröße  und  Invasionstyp  entsprechend  der  Japanischen  Klassifikation  nach
Inokuchi et al.(80) dient der Abschätzung der Wahrscheinlich bereits bestehender
5
Einleitung
Lymphknotenmetastasen  und  unterscheidet  den  superficial  spreading  type,  small
mucosa type und penetrating type.   
 
1.1.4.3  Histologie und Grading
Das  Tumortyping  erfolgt  nach  der  WHO-Klassfikation  und  schließt  die  Laurén-
Klassifikation  ein(69).  Entsprechend  der  prädominanten  histologischen  Komponente
werden  das  tubuläre,  papilläre  und  muzinöse  Adenokarzinom  sowie  das
Siegelringzellkarzinom des Magens unterschieden. 
Das tubuläre Adenokarzinom besteht aus stark dilatierten und verzweigten tubulären,
sowie azinären Strukturen mit unterschiedlichem Durchmesser. Die Zellatypien reichen
von low-grade bis high-grade mit einem sehr pleomorphen Zellbild (47). Um ein muzinöses
Adenokarzinom histologisch zu diagnostizieren muss per definitionem in über 50% der
Tumormasse muzinöses, extrazelluläres Material vorhanden sein. 
Ein Siegelringzellkarzinom ist zu diagnostizieren, wenn über 50% der Tumormasse von
malignen Zellen gebildet wird, welche intrazytoplasmatisch Muzin enthalten. 
Entsprechend dem Wachstumsmuster  wird  nach Laurén zwischen Karzinomen vom
intestinalen, diffusen oder Mischtyp differenziert(104). Das Karzinom vom intestinalen Typ
zeigt Drüsenstrukturen und entsteht meist auf dem Boden einer intestinalen Metaplasie.
Die häufig scharfe Begrenzung und ein guter bis moderater Differenzierungsgrad der
Tumorzellen führen zu einer besseren Prognose als beim Karzinom vom diffusen Typ.
Letzterer  wächst  deutlich  infiltrativ  mit  einem  mäßigen  bis  schlechten
Differenzierungsgrad der  Zellen,  wodurch keine  oder  nur  spärliche  Drüsenstrukturen
erkennbar sind. Die Tumorzellen sind in der Regel in Clustern angeordnet und zeigen
eine geringere Kohäsion und geringere Mitoserate als beim intestinalen Typ. 
Das  Grading nach  WHO  erfolgt  vierstufig:  G1=  gut  differenziert,  G2=  mäßig
differenziert, G3= mäßig differenziert, G4= undifferenziert, wobei aufgrund der besseren
Reproduzierbarkeit eine Einteilung in zwei Grade (low vs. high grade) empfohlen wird 
Erfolgte  eine  präoperative  Radio-  und/oder  Chemotherapie,  ist  ein  histologisches
Regressionsgrading  durchzuführen,  welches  in  der  Regel  in  Deutschland  nach  dem
Vorschlag der Münchener Arbeitsgruppe um Becker et al. erfolgt(10).
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1.1.4.4 Staging
Die  Stadieneinteilung  der  Magenkarzinome  erfolgt  anhand  der  pTNM-Klassifikation.
Hierbei werden die Infiltrationstiefe (T), der Lymphknotenstatus (N) und das Auftreten
von Fernmetastasen (M) beurteilt. Für die N-Kategorie müssen mindestens 15 regionäre
Lymphknoten  histologisch  untersucht  werden,  um  eine  Aussage  treffen  zu  dürfen.
Darüber hinaus werden die Resektionsränder des Tumors (R-Klassifikation) sowie die
Infiltration  von  Lymphgefäßen  (L),  Nerven  (N)  und  Venen  (V)  mit  untersucht  und
verschlüsselt(135).
1.1.5 Therapie
Die  Therapie  des  Magenkarzinoms  erfolgt  stadienabhängig.  Besteht  eine  kurative
Intention,  ist  die  Operation  Mittel  der  Wahl  und  kann  gegebenenfalls  durch  andere
Therapiekonzepte ergänzt werden.
Der  histomorphologische  Typ  und  die  Tumorlokalisation  sind  bei  der  Entscheidung
zwischen  totaler  oder  subtotaler  Gastrektomie  die  ausschlaggebenden  Faktoren.
Während Magenfrühkarzinome in  den  meisten  Fällen  endoskopisch  resiziert  werden
können, müssen Karzinome im oberen und mittleren Magendrittel vom intestinalen Typ
und  alle  Karzinome  vom  diffusen  Typ  nach  Lauren  einer  totalen  Gastrektomie
unterzogen werden. Karzinome des unteren Drittels und teilweise des mittleren Drittels
vom intestinalen  Typ  können  auch  mit  einer  subtotalen  Gastrektomie  (Teilresektion)
therapiert werden(124). 
Der  einzuhaltende  Sicherheitsabstand  beträgt  bei  Karzinomen vom intestinalem Typ
nach Laurén 5cm und bei Karzinomen vom diffusem Typ 8cm (73,124). Insbesondere bei
lokal weit fortgeschrittenen Karzinomen (UICC-Stadium Ib-IIIb) ohne Möglichkeit einer
R0-Resektion wird ein Downsizing durch eine neoadjuvante Chemotherapie angestrebt.
Die Ergebnisse der MAGIC-Studie zeigten ein Anstieg der 5-Jahres-Überlebensrate von
23% auf  36,3% bei  Patienten  mit  neoadjuvanter  Chemotherapie  nach  ECF-Schema
(Epirubicin 50mg/m², Cisplatin 60mg/m², 5-Fluoruracil 200mg/m²) gegenüber jenen mit
alleiniger chirurgischer Therapie(33).  Das ECF-Regime wird aktuell in diversen Studien
mit  alternativen  Schemata  verglichen  (z.B.  FLOT).  Eine  adjuvante  Chemotherapie
hingegen verspricht nach derzeitiger Studienlage noch keine signifikante Steigerung der
Überlebensrate, jedoch wird eine neoadjuvante Chemotherapie nach erfolgter Resektion
auch adjuvant fortgesetzt(33).
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Seit 2010 stehen für HER2/neu-positive Karzinome mit dem monoklonalen Her2/neu-
Antikörper  Trastuzumab  eine  neue  Therapieoption  zur  Verfügung.  Bei  funktioneller
Inoperabilität   kann eine definitive Radiochemotherapie in potentiell  kurativer  Absicht
versucht werden(124).
1.1.6  Prognose
Die  Prognose  von  Patienten  mit  Magenkarzinom  ist  mit  einer  mittleren  5-Jahres-
Überlebensrate von 20-30% weiterhin mäßig und hängt von verschiedenen Faktoren ab.
Hierzu  gehören  die  R0-Resektion,  der  Lymphknotenstatus,  das  Vorhandensein  von
Fernmetastasen und die  pT-Kategorie.  Auch das Alter,  Begleiterkrankungen und der
Allgemeinzustand des Patienten sind prognostisch signifikant(113,120).
Patienten mit Magenfrühkarzinom (UICC Ia) haben mit einer 5-Jahres-Überlebensrate
von  über  80%  die  beste  Prognose(116,160).  Studien  zeigen,  dass  ein  fortgeschrittener
Lymphknotenbefall die Prognose trotz Gastrektomie deutlich einschränkt. So liegt die 5-
Jahres-Überlebensrate bei 1-6 befallenen Lymphknoten noch bei 44%, sinkt jedoch auf
30% bei 7-15 befallenen Lymphknoten bzw. auf nur noch 11% bei über 15 positiven
Lymphknoten. 
Durch  oft  fehlende  Frühsymptomatik  haben  etwa  70%  der  Patienten  bei
Diagnosestellung schon Lymphknotenmetastasen(105).
Auch die Invasionstiefe des Karzinoms ist prognostisch entscheidend. So beträgt die 5-
Jahres-Überlebensrate im Tis-Stadium noch nahezu 100% um von Stadium T1 bis T4
von 75% über 44,4% und 5,9% auf letztendlich 3,3% zu fallen. 
Patienten  mit  Fernmetastasen  (pM1,  UICC  IV)  haben  lediglich  eine  5-Jahres-
Überlebensrate von durchschnittlich 4,1 Monaten nach operativem Eingriff(160).
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1.2  Die Syndecane
Die  Proteoglykane sind  glykosylierte  Proteine  der  extrazellulären Matrix  (EZM) und
befinden  sich  darüber  hinaus  in  intrazellulären  sekretorischen  Granula  und  an  der
Zelloberfläche.
Sie  setzten  sich  aus  Core-Proteinen  zusammen,  welche  kovalent  an  zwei  bis  drei
Hyaluronsäureketten gebunden sind. Die Glykosaminoglykan-Ketten (GAG) der Core-
Proteine besitzen als biochemisches Grundgerüst Polysaccharidketten aus Uronsäure
und  einem  N-  Acetylglukosamin  als  Aminozucker(140).  Je  nach  Sulfatierung  und
Zusammensetzung  der  Dissacharide  der  GAG-Ketten  erfolgt  eine  Einteilung  in
Heparansulfat-,Chondroitinsulfat-, Keratansulfat- oder Dermatansulfat-Proteoglykane(20).
Die  Heparansulfat-Proteoglykane  unterteilen  sich  in  membranständige  und
matrixassoziierte Proteoglykane(140). Zur Gruppe der membranständigen Proteoglykane
zählen die Syndecane als Transmembranproteine vom Typ I und die Glypicane, welche
durch  einen  Glykosylphospatidylinositol-(GPI)-Anker  mit  der  Membran  verbunden
sind(36).  Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen Glypicanen und Syndecanen
bildet ihre dreidimensionale Struktur.
Die Syndecan-Familie besteht aus 4 Mitgliedern (Syndecan-1, Syndecan-2, Syndecan-
3 bzw. Syndecan-4). 
1.2.1  Struktur der Syndecane
Die Grundstruktur aller Syndecane zeigt  Abbildung 1.2.1. Jedes Syndecan besitzt eine
kurze zytoplasmatische Endodomäne, eine konservierte transmembrane Domäne und
eine  extrazelluläre  Ektodomäne.  Letztere  besitzt  drei  bis  fünf  Kontaktpunkte  für
Heparansulfat-  oder  Chondroitinsulfat-Ketten(172).  Während  die  Endo-  und
transmembranen  Domänen  der  Syndecane  in  weiten  Teilen  sequenzhomolog  sind,
zeigen die extrazellulären Domänen deutliche Unterschiede in ihrem Aufbau (115,152) und
lassen  in  ihrer  molekularen  Struktur  deutliche  Gemeinsamkeiten  zwischen  den
Syndecanen-1  und -3 sowie  zwischen den Syndecanen-2 und -4  erkennen (11,31). Die
Heparansulfatketten  ermöglichen  Bindungen  mit  zahlreichen  unterschiedlichen
Proteinen. Die strukturähnliche Endo- und transmembrane Domäne bindet bei den vier
Vertretern der Syndecane an weitestgehend gleiche Proteine(12).
Die extrazelluläre Domäne der Syndecane bindet Glykosaminoglykanketten. 
Eine  Vielzahl  von  Enzymen  ist  an  der  postranslationalen  Heparansulfatketten-
Modifikation beteiligt wodurch sehr spezifische und einzigartige Bindungsmotive
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entstehen, welche ihrerseits eine hohe Selektivität  für  Bindungspartner aufweisen (172).
Syndecan-4  besitzt  drei  dieser  Bindungsstellen  für  Glykosaminoglykane(32,138). Auch
spielt  die  gewebetypische  Glykosylierung  eine  entscheidende  Rolle(31) und  führt  zu
unterschiedlichen zellspezifischen Lokalisationen und Bindungseigenschaften (32,151).
Die Transmembrandomäne der Syndecane ist hoch konserviert und dient der Dimer-
und  Oligomerbildung(22) und  damit  der  Syndecan-vermittelten  Signalwege(172,192). Bei
Syndecan-4  besitzt  sie  in  Assoziation  mit  einer  kleinen  angrenzenden
Aminosäurensequenz eine hohe Affinität  zu Proteinkinase C-α (PKCα) und spielt  bei
ihrer Aktivierung eine entscheidende Rolle(139). 
Die  relativ  kurze  intrazelluläre  bzw.  zytoplasmatische  Domäne besteht  aus  den
konservierten Regionen 1 und 2 (C1 und C2) und einer in ihrer Sequenz variablen V-
Domäne(172).  Die C1-Domäne spielt  bei der Bindung von Aktinzytoskelett  assoziierten
Proteinen  und  bei  der  Dimerisation  der  Syndecane  eine  wichtige  Rolle (32,64). Eine
Tetrapeptid-Sequenz  der  C2-Domäne  dient  als   PDZ2-Bindesstelle  und  damit  als
Bindungsstelle für PDZ-Domänen-haltige Proteine(48,60).
Die  V-Domäne  ist  aufgrund  ihrer  Heterogenität  vermutlich  mit  für  die  spezifischen
Funktionen der einzelnen Syndecane verantwortlich(172). Sie besteht bei Syndecan-4 aus
einer  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2)-Bindungsstelle  und dient  primär  der
Syndecan-4-Dimerisierung(159).  Die  Bindung  und  Aktivierung  von  PKCα,  einem
Schlüsselenzym der  Syndecan-vermittelten  Signalantwort,  ist  ebenfalls  abhängig von
der  Bindung  von  PIP2  an  die  V-Domäne(75,131) und  spielt  in  diesem  Kontext
möglicherweise  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Interaktion  von  Syndecan-4  mit  dem
Zytoskelett(65).
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Abbildung 1.2.1: Grundstruktur  von  Syndecan-4  und  seiner  Domänen
(modifiziert nach Beauvais et al. (9))
1.2.2 Vorkommen und Expression von Syndecan-4
Die vier bekannten Syndecane unterscheiden sich in ihrem Expressionsmuster, je nach
Gewebe, deutlich(35,36,98).
Syndecan-4 ist  das kleinste Syndecan und findet sich nahezu in allen Geweben vor
allem jedoch in Epithelzellen, Endothelzellen, Fettzellen, Fibroblasten, Nervenzellen und
Chondrozyten(32). Die Expression der Syndecane ist bisher noch nicht eindeutig geklärt,
unterliegt jedoch strengen Regulationsmechanismen. Die Syndecan-4-Expression wird
positiv  durch  TGF-β2  beeinflusst(38).  Mechanischer  Stress  induziert  ebenfalls  eine
gesteigerte  Syndecan-4-Expression  während  der  Angiogenese  in  Muskelgewebe (107).
Ebenso können verschiedene Bestandteile der extrazellulären Matrix, wie Fibronektin,
Kollagen V, und Tenascin im Rahmen pathophysiologischer Prozesse eine gesteigerte
Expression von Syndecan-4 induzieren(78).
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1.2.3 Bindungsspektrum der Syndecane 
Durch die Glykosaminoglykanketten der Syndecane und ihrer exponierten Position an
der Zelloberfläche sind sie Bindungspartner einer Vielzahl von Proteinen und greifen
dadurch regulativ in diverse Signalprozesse ein. Einige Studien konnten zeigen, dass
eine  Inhibition  der  HS-Ketten-Synthese  diese  Signalprozesse  stark  herabsetzt (172).
Darüber hinaus dienen Syndecane der Interaktion mit Enzyme, Bakterien oder Viren,
modulieren die Zell-Zell oder Zell-Matrix-Interaktion, oder wirken bei der Aktivierung von
Proteasen  und  deren  Inhibitoren  mit(14,32,34).  Die  Syndecane  binden  vor  allem
Komponenten der extrazellulären Matrix wie Fibronektin, Vitronektin, Tenascin  und die
fibrillären Kollagene Typ I, III und V(31) sowie Wachstumsfaktoren wie die FGFs, VEGFs,
TGFs  und  PDGFs(172).  Auch  verschiedene  Interleukine(62) und  Plasmaproteine  wie
Antithrombin-I und –III(31) oder Thrombospondin(11,31) binden Syndecane. Syndecan-4 ist
darüber hinaus in der Lage direkt Endothelzellen oder Fibroblasten zu binden (119).
Die Ektodomänen der Syndecane können von der Zelloberfläche durch proteolytische
Spaltung  abgetrennt  werden  und  als  funktionell  intakte  Moleküle  in  das  Interstitium
diffundieren  (sog.  shedding)(12).  Besonders  Proteasen  der  Matrix-Metalloproteasen-
Familie sind am  shedding beteiligt  und werden durch Heparanasen in ihrer Funktion
unterstützt(114). 
1.2.4 Funktion der Syndecane  
Die vier Syndecantypen haben durch die strukturell unterschiedliche Ektodomäne  ein
individuelles  Funktionsspektrum.  Während  Syndecan-2  und  -4  eher  eine
Wachstumsstimulation initiieren, hemmen Syndecan-1 und -3 das Zellwachstum(172).
Besonders das in  dieser Studie untersuchte Syndecan-4 hat wichtige Funktionen im
Rahmen  der  Zellmigration,  der  Zell-Zell-Kontakte  und  Zell-Matrix-Interaktion,  bei
Signalprozessen und der Endozytose, während der Angiogenese, Embryogenese und
Zellproliferation bzw. der Zelldifferenzierung(149,172). 
Auch  dient  es  als  Co-Rezeptoren  der  Signaltransduktion  an  der  extrazellulären
Membran  und  ist  an  zahlreichen  pathophysiologischen  Prozessen  wie
Tumorentwicklung  und  -progression,  Wundheilung,  Entzündung,  Schock  und  Sepsis
beteiligt(84).
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1.2.4.1  Zell-Zell-Kontakte und fokale Adhäsionen
Die Syndecane sind bei Zell-Zell-Kontakten zwischen epithelialen und mesenchymalen
Zellen oder im epithelialen Zellverband ein wichtiges Bindeglied. 
Sie  modulieren  die  Struktur  des  Zellverbands  und  die  Ausrichtung  des  Zytoskeletts
durch Interaktion mit Proteinen wie Vinculin und α-Aktin (52,66). Durch Bindung von F-Aktin
und dem Ezrin-Radixin-Moesin-Komplex an die Syndecan-Endodomäne wird das Aktin-
Zytoskelett an der Zellmembran befestigt und so die Zellpolarität reguliert (64).
Syndecan-4  wurde  in  fokalen  Adhäsionen zahlreicher  Zelltypen  wie  beispielsweise
Endothelzellen,  Fibroblasten oder  vaskulären Muskelzellen identifiziert  (4,181). Es dient
hier als Bindeglied zwischen Komponenten des Zytoskelettes wie Syndesmos und  α-
Aktinin und  Komponenten  der  extrazellulären  Matrix  wie  Kollagen  und
Fibronektin(5,8,46,65,129,189).
In  migrierenden  Zellen  erfolgt  eine  Rekrutierung  von  Syndecan-4  von  peripheren  in
zentrale fokale Adhäsionen(4,182).
1.2.4.2  Signalprozesse und Endozytose
Syndecan-4 ist als regulatives Protein an einer Vielzahl von Signalkaskaden beteiligt. Zu
den Bindungspartnern gehören Tyrosinkinasen und Wachstumsfaktoren,  über  welche
die Regulation von Rac1 und RhoA erfolgt(7,41,171),  wobei  diese Signalkaskaden durch
Bindung  von  Syndecan-4  an  Komponenten  der  extrazellulären  Matrix  induziert
werden(7,41). 
Des Weiteren fungiert Syndecan-4 im Rahmen der Zellproliferation als Co-Rezeptor für
FGFR-1  und  seine  Liganden  FGF1  und  -2(146) und.  Auch  beruht  die  Migration  von
Gefäßmuskelzellen  auf einem FGF-2-vermittelten Signal von Syndecan-4(23).  
Über  die  Interaktion  mit   PKCα,  PIP2 und  PDZ  wird  PKCα  aktiviert(101) und  die
intrazelluläre  Weiterleitung  von  Signalen  getriggert(75,161).  So  ist  eine  Migration  und
Proliferation von Endothelzellen nach Mutationen der PDZ- oder PIP2-Bindungsregion
von Syndecan-4  nicht mehr möglich(74). Auch die Phosphorylierung der Fokal-Adhesion-
Kinase wird durch Syndecan-4 moduliert(177).
Zudem  ist  Syndecan-4  in  die  Internalisierung  von  Peptiden,  Bakterien,  Viren  und
Molekülen der extrazellulären Matrix via Endozytose über seine Beteiligung an lipid rafts
involviert(56,132,163,172). 
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1.2.4.3  Zellmigration
Die Syndecan-4 induzierte Aktivierung der Kinasen RhoA, Rac1 und FAK führt zu einer
Rac1-vermittelten  Polymerisation  und  Kontraktion  von  F-Aktin,  einer  daraus
resultierenden  Extension  von  Filo-  und  Lamellipodien  und  der  Bildung  fokaler
Komplexe(49,122). Diese reifen unter Einfluss von RhoA zu fokalen Adhäsionen und führen
letztendlich  über  eine  Neuanordnung  kontraktiler  Aktin-Stressfasern  zu  einer
Zelltranslokation(177).
Darüber  hinaus  bestimmt  Syndecan-4  die  Ausrichtung  und  Lokalisation  der  fokalen
Adhäsionen und damit die Migrationsrichtung(7,129). Die Migration bedarf eines schnellen
Abbaus der fokalen Adhäsionen an den Retraktionsregionen der Zellen und wird durch
die Internalisation von Syndecan-4 via Endozytose ermöglicht. Bei Mutationen ist dieser
Vorgang beeinträchtigt und die Migration gestört(125,171).
So  wurde  bei  Syndecan-4-knockout-Mäusen  eine  verlangsamte  Migration  von
Endothelzellen mit einer gestörten Angiogenese(43) und einer gestörten Tubulusbildung
gezeigt(75). Auch war die Ausbreitung von Fibroblasten auf einer Fibronektin-Matrix bei
Syndecan-4-Defizienz nicht mehr möglich(122). Diese Migration der Fibroblasten bedarf
vor allem einer Interaktion von Syndecan-4 mit Integrinen(6). 
1.2.4.4  Embryogenese, Angiogenese und  Wundheilung
Unter  pathophysiologischen Bedingungen bedarf  es Syndecan-4 für  eine regelrechte
Angiogenese(43).  In  Wundheilungsstudien  zeigten  Syndecan-4-knockout-Mäusen  im
Vergleich zum Wildtyp einen deutlich kleineren Durchmesser der gebildeten Kapillaren
im  Granulationsgewebe,  was  auf  eine  gehemmte  Funktion  der  Syndecane  als  Co-
Rezeptor  für  Wachstumsfaktoren  zurückgeführt  wird(50,54).  Syndecan-4-regulierte
Signalmoleküle  wie  PKCα,  FAK  und  Rac1  haben  durch  ihre  migrationsfördernde
Wirkung auf Endothelzellen entscheidenden Einfluss auf die Angiogenese. So konnten
Bokhari  et  al.(15) eine verminderte Angiogenese bei Inhibition dieser Faktoren zeigen.
Eine  Überexpression  hingegen  ist  mit  einer  vermehrten  Angiogenese  in
Granulationsgewebe von Wunden verbunden(143).
Während der  Embryogenese zeigten Syndecan-4-knockout-Mäuse bei der Reparatur
von Muskelgewebe eine insuffiziente Reaktion aufgrund einer  gestörte  Migration der
Skelettmuskel-Vorläuferzellen(26). In Syndecan-4-knockout-Embryonen ließ sich darüber
hinaus  eine  vermehrte  Thrombenbildung  in  der  Plazenta  nachweisen,  was  einen
Einfluss von Syndecan-4 bei der Blutgerinnung nahe legt(83).
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Während Syndecan-4 im Rahmen der Wundheilung in unverwundeter Haut lediglich in
epithelialen Haarfollikelzellen und epidermalen Keratinozyten exprimiert wird (58,111), kann
es  bei  verwundeter  Haut  zusätzlich  in  den  Fibroblasten  der  Dermis,  an  den
Wundrändern  und  im  Granulationsgewebe  in  hoher  Konzentration  nachgewiesen
werden(59). 
Die  Wundheilung  bei  Syndecan-4-knockout-Mäusen  ist  aufgrund  einer  verminderten
Fibroblastenmigration und einer verzögerten Angiogenese deutlich gestört (43,82,165).
1.2.4.5  Entzündung
Bei  Entzündungsvorgängen induzieren Syndecane die  Produktion von Zytokinen.  So
wird in Peritoneal-Makrophagen die Konzentration von ICAM-1, ICAM-1a, IL-1, IL-6, IL-
12,  TNF-α,  TNF-β  und  Prostaglandin  E2  durch  Syndecan-4  erhöht.  Auch  wird  die
zytotoxische Fähigkeit von Makrophagen durch Syndecane verbessert(184).
1.2.5  Syndecan-4 in Tumoren
Über die Rolle von Syndecan-4 in Magenkarzinomen ist bisher wenig bekannt. Jedoch
wurde in einigen Tumorentitäten durch Untersuchung an Zelllinien oder Gewebeproben
eine erhöhte Syndecan-4-Expression beschrieben wie beispielsweise in Karzinomen der
Mamma, des Kolons, der Leber, der Harnblase und der Lunge in malignen Melanomen,
in Seminomen des Hodens sowie in Mesotheliomen(3,67,117,130,136,150,166,170,193). 
In diesen Studien wurden mehrere Mechanismen beschrieben über welche Syndecan-4
seine Wirkung hinsichtlich Tumorwachstum, Metastasierung und Angiogenese entfaltet.
Zvibel et al.(193) wiesen Syndecan-4 als Interaktionspartner bzw. Ligand für EGF B2 und
B3 nach, welcher in Kolonkarzinomen zu vermehrter Lebermetastasierung führt. Sutton
et  al.(166) konnten  zeigen,  dass  die  Zellmigration  und  Infiltration  einer
Leberzellkarzinomreihe  durch  den  Stromal  cell-derived  factor-1  induziert  wird  und
dessen Expression Syndecan-4-abhängig ist. 
Eine erhöhte Metastasierungsneigung von malignen Melanomen wird ebenfalls durch
eine  erhöhte  Syndecan-4-Konzentration  und  dessen  Aktivierung von  Wnt5A
getriggert(136). Studien zu Seminomen des Hodens stellen die Rolle von Syndecan-4 bei
Angiogenese, Zellmigration und Tumorwachstum heraus(170).
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2.  FRAGESTELLUNG
In  einer  Reihe  maligner  Tumoren,  wie  beispielsweise  im  Mamma-,  Kolon-  oder
hepatozellulären Karzinom und auch im im malignen Melanom, konnte eine vermehrte
Syndecan-4-Expression  gezeigt  werden.  Syndecan-4  ist  in  die  Signalkaskaden  der
Zellmigration,  Zell-Zell-Interaktion  und  Angiogenese  involviert  und könnte  über  diese
Prozesse,  wie  schon  in  anderen  Karzinomen  beschrieben,  die  Progression  des
Magenkarzinoms entscheidend beeinflussen.
Ziel der Arbeit ist:
► die immunhistochemische Darstellung und Beschreibung der Syndecan-4-
Expression im Magenkarzinom
► die Validierung der immunhistochemischen Ergebnisse durch Analyse der 
Syndecan-4-Protein und -RNA-Konzentration
► der Vergleich der Syndecan-4-Expression zwischen Tumorzentrum 
und Invasionsfront
► die Korrelation der Syndecan-4-Expression mit morphologischen Faktoren 
der Invasionsfront 
► die Korrelation der Ergebnisse mit klinisch-pathologischen Faktoren und 
dem Überleben
Hierdurch soll die Rolle von Syndecan-4 im Magenkarzinom - insbesondere sein 
Einfluss auf die lokale Invasion und die klinische Prognose - genauer untersucht 
werden.
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3.  Material und Methoden
3.1  Material
3.1.1  Untersuchungskollektiv
Das Kollektiv umfasste insgesamt  161 Patienten, bei denen zwischen 1997 und 2009
ein Magenkarzinom diagnostiziert wurde. 151 dieser Patienten wurden in der Klinik für
Viszeralchirurgie  der  Universität  Magdeburg  operiert  und  10  Patienten  in  der
chirurgischen Abteilung des Medigreif-Klinikum Burg. 
Die  patientenbezogenen  Daten  wurden  aus  Krankenakten,  histopathologischen
Befunden  und  Arztbriefen  der  Viszeralchirurgie  des  Uniklinikums,  der  chirurgischen
Abteilung  des  Klinikum  Burg  und  des  Institutes  für  Pathologie  der  Universität
Magdeburg  in  Zusammenarbeit  mit  Herrn  Eugen  Bellon,  einem  weiteren
Medizindoktoranden,  zusammengetragen.  Dokumentiert  wurden  Geschlecht,  Alter,
Größe  und  Gewicht  des  Patienten,  sowie  die  klinische  Diagnose,  das  präoperative
Tumorstadium,  der  pathohistologische  Befund,  das  operative  Procedere
(partielle/komplette  Gastrektomie  etc.)  und  eine  eventuelle  postoperative  Therapie.
Durch  Durchsicht  des  ambulanten  Patientendokumentationssystems  MEDICO  und
durch postalische Kontaktierung der Hausärzte wurde das Follow-up der Patienten im
Abstand  von  3  Monaten  kontinuierlich  aktualisiert  und  Daten  zum  Auftreten  einer
metachronen Metastase, eines Lokalrezidives oder zum Tod des Patienten erfasst.
Das  schriftliche  Einverständnis  aller  Patienten  für  die  Erhebung  der  patienten-  und
befundbezogenen  Daten  sowie  für  die  Gewebeasservierung  für  wissenschaftliche
Untersuchungen  wurde  vom  Operateur  im  Rahmen  der  präoperativen  Aufklärung
eingeholt und ist in den Patientenakten der viszeralchirurgischen Kliniken hinterlegt. Die
Entnahme, Asservierung und Verwendung von Gewebe für wissenschaftliche Studien
wurde im Rahmen eines Antrages für die Erstellung einer Proben-, Blut-,  Stuhl- und
Datenbank  bei  chirurgisch  relevanten  Karzinomen  einschließlich  gastrointestinaler
Karzinome von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät Magdeburg genehmigt
(Ethikvotum Nr. 33/2001).
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3.1.2  Charakterisierung der Magenkarzinome
3.1.2.1  Tumorlokalisation
Die Zuordnung der  Lokalisation erfolgte entsprechend der  WHO in Cardia,  Fundus,
Corpus, Antrum und Pylorus. Des Weiteren wurden Cardia, Fundus und Corpus zum
proximalen  Abschnitt  und  Antrum  und  Pylorus  zum  distalen  Abschnitt
zusammengefasst.  
 
3.1.2.2  Tumorklassifikation
Die einheitliche Reklassifizierung der Tumorstadien erfolgte entsprechend der siebten
Auflage der UICC (p)TNM-Klassifikation für Magenkarzinome (2010). 
Die  histologisch  aufgearbeiteten Präparate  wurden  hierbei  hinsichtlich  ihrer  lokalen
Infiltrationstiefe (T), des Lymphknotenbefalls (N), des Auftretens von Fernmetastasen
(M), einer Venen (V)- oder Lymphgefäß (L)-Infiltration und der Resektatränder (R) von
einem Pathologen (PD Dr. D. Jechorek) des Institutes beurteilt. 
3.1.2.3  Histologie und Grading
Im  Rahmen  der  histologischen  Beurteilung  durch  einen  Pathologen  (PD  Dr.  D.
Jechorek) erfolgte die Einteilung der Tumore entsprechend des Differenzierungsgrads
der Zellen in gut differenzierte (G1), mäßig differenzierte (G2) und gering differenzierte
(G3)  Karzinome.  Des  Weiteren  erfolgte  eine  Klassifikation  nach  Laurén  (Abb.
3.1.3.3a/b). Bei  den im Kollektiv berücksichtigten Fällen handelt es sich histologisch
ausschließlich um primäre Adenokarzinome. Undifferenzierte Karzinome (G4) wurden
ausgeschlossen.
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Abbildung 3.1.2.3a/b : Adenokarzinom des Magens vom intestinalen Typ (G2) 
(a) und diffusen Typ (b), x100, x200, HE
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Abbildung 3.1.2.3 c/d/e: Adenokarzinom des Magens mit c) guter Differenzierung 
(G1), d) mäßiger Differenzierung (G2) und e) schlechter 
Differenzierung (G3), x100, x200, HE
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3.1.2.4  Klassifikation der Invasionsfront
Die  Klassifikation  der  Invasionsfront  erfolgte  durch  einen  Pathologen  (PD  Dr.  D.
Jechorek)  am  H&E-gefärbten  Schnittpräparat  mit  repräsentativen  Anteilen  der
Invasionsfront  und  orientierten  sich  an  vorgeschlagen  Prognosekriterien  für  die
Beurteilung  kolorektaler  Karzinome:  Der  Invasionstyp beschreibt  das
Infiltrationsmuster der Tumorzellen der Invasionsfront in das angrenzende Gewebe (89).
Demnach  wird  ein  expansiver  Typ  für  verdrängende,  glatt  umschriebene
Invasionsmuster  von  einem  infiltrativen  Typ bei  diffusem  bzw.  strahlenartigem
Ausbreitungsmuster unterschieden. Die Evaluierung des  budding-Types wurde nach
den  Kriterien  von  Morodomi  et  al.(128) durchgeführt,  wobei  budding-positiv als
Vorhandensein  von isolierten  oder  aus maximal  5  Tumorzellen  bestehender  Cluster
eingebettet  in  Stroma  der  Invasionsfront  definiert  ist.  Budding-negative  Karzinome
weisen  diese  Phänomen  nicht  auf.  Weiteren  wurde  die  Dichte  der  peritumoralen
Infiltration durch Lymphozyten an der Invasionsfront ermittelt. Bei Vorliegen von mäßig
dichten  bis  bandartigen  Lymphozytenansammlungen  wurden  die  Karzinome  als
Lymphozyten-positiv  und  bei  Vorhandensein  von  nur  einzelnen  Lymphozyten  bzw.
Gruppen von <10Lymphozyten/HPF als Lymphozyten-negativ bezeichnet. 
3.2  Methoden
3.2.1  Humane Gewebeproben
3.2.1.1  Materialgewinnung, Fixierung und Einbettung
Nach  chirurgischer  Entfernung  wurde  das  Magenresektat  auf  Crash-Eis  an  das
pathologische Institut der Universität Magdeburg gesandt und dort innerhalb von 20min
von einem Pathologen des Institutes bearbeitet.  Es wurden für molekulare Analysen
repräsentative  Proben  aus  dem  Tumor  als  auch  aus  makroskopisch  tumorfreien
Anteilen  entnommen  und  bei  -80°C  schockgefroren.  Präparate  von  Patienten  nach
neoadjuvanter  Chemotherapie,  oder  einer  Ischämiezeit  über  20min  wurden
ausgeschlossen.  Darüber  hinaus  wurden  von  Karzinomen  mit  einem  Durchmesser
unter 15mm kein Frischgewebe entnommen. Ein Tumorzellgehalt von mindestens 50%
der  kryoasservierten  Proben  wurde  einmalig  mittels  Hämatoxilin-Eosin-gefärbtem
Kryoschnitt im Rahmen vorausgegangener Studien sichergestellt.
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Weiteres  Tumor-  und  Nichttumorgewebe  für  die  diagnostische  Routine-  und
immunhistochemische  Untersuchungen  wurde  mittels  einer  4%igen  Formalinlösung
fixiert,  mittels  Äthylalkohol  und  Xylol  in  aufsteigender  Konzentration  entwässert und
anschließend  in  Paraffin  eingebettet.  Diese  Paraffinblöcke   dienten  sowohl  der
Herstellung der Tissue Microarrays als auch transmuraler Schnittpräparate. 
Für die histochemischen und immunhistochemischen Färbungen wurden Schnitte von
3µm  Dicke  angefertigt  (Mikrotom  RM  2155,  Leica  Instruments  GmbH,  Nussloch,
Deutschland).  Die  standardisierte  Hämatoxilin-Eosin-(H&E)-Färbung  diente  als
Übersichtsfärbung.
3.2.1.2  Herstellung der Tissue-Microarrays
Die  Verwendung  der  Tissue  Microarray-Technik  ermöglichte  es,  simultan
Gewebsproben  von  verschiedenen  Patienten  hinsichtlich  ihrer  Proteinexpression  zu
untersuchen.  Darüber  hinaus  lassen  sich  durch  die  Konzentration  von  mehreren
Tumoren  auf  einen  Paraffinblock  und  damit  verbunden  die  gemeinsame  Färbung,
Unregelmäßigkeiten  in  der  Farbintensität  der  einzelnen  Proben  reduzieren  und
technische Ressourcen einsparen(19,40,100).
Für alle Karzinome wurden repräsentative Regionen ausschließlich des Tumorzentrums
und  je  nach  Tumorlokalisation  der  korrespondierenden,  unauffälligen  Antrum-  oder
Corpusschleimhaut entnommen und zu Tissue Microarrays zusammengeführt. Um eine
mögliche morphologische Heterogenität auszugleichen, wurden jeweils vier Stanzen pro
Probe entnommen.
Zur  Herstellung der  Microarrays  wurde zunächst  von den einzelnen Paraffinblöcken
H&E-gefärbte Schnittpräparat für  die Identifizierung und Entnahme der gewünschten
Gewebeareale  angefertigt..  Um  einen  Startpunkt  zu  markieren,  wurden  unter
Verwendung  eines  Manual-Tissue-Arrayers  (MTA  Booster®,  Version  1.01,  Firma
Alphelys, Plaisir, Frankreich) zunächst 5 Stanzen Plazentagewebe in den Akzeptorblock
eingesetzt. Anschließend wurden jeweils 4 Gewebszylinder pro Donorblock mit einem
Durchmesser von 0,8mm  entnommen und anhand genau definierter Koordinaten in
den  präparierten  Akzeptorblock  überführt  (Akzeptorblock:  25mm  x  17mm,  0,1mm
Abstand,  max.  15  x  10  Stanzen).  Die  Reihenfolge  der  Stanzen  wurde  tabellarisch
dokumentiert.  Das  Erhitzen  des  entstandenen  TMA-Blocks  auf  60°C  diente  der
Einbindung der Stanzen im Paraffin des Akzeptorblocks. Mittels Mikrotom (RM 2155,
Leica  Instruments  GmbH,  Nussloch,  Deutschland)  wurden  3µm  dicke  Schnitte  der
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fertigen Tissue Micro-Array-Blöcke angefertigt und die Gewebequalität durch eine H&E-
Färbung und anschließendes Mikroskopieren überprüft.
3.2.1.3  Immunhistochemische Färbung
Die  immunhistochemische  Detektion  der  Syndecan-4-Expression  erfolgte  an  3μm-
dicken Paraffinschnitten. Nach Trocknung über Nacht (60°C), Entparaffinierung in einer
absteigenden  Alkoholreihe  (3x  100%,  2x  96%  und  1x  75%  Xylol)  und  zweifacher
Wässerung  der  Schnitte  erfolgte  das  weitere  Procedere  unter  standardisierten
Automatenbedingungen  im  NexES®  Immunostainer  (Ventana,  Tucson,  USA).  Nach
4minütiger  Vorbehandlung  mit  einem  Peroxidase-Blocker  (iVIEW®-INHIBITOR,
Ventana)  und  Waschung  wurde  der  Syndecan-4-Antikörper  (sc-15350,  Santa  Cruz
Biotechnology,  Heidelberg,  Deutschland) in einer Verdünnung von 1:50 aufgetragen.
Weitere Schritte beinhalten das Blocken von endogenem Biotin (iVIEW®-BLOCKER,
Ventana), das Auftragen von IVIEW-BIOTIN Ig und die Inkubation für acht Minuten. Die
Färbreaktion wird durch Hinzugabe von iVIEW Diamino-Benzidin (iVIEW®-DAB) und
dem Farbverstärker iVIEW®-COPPER (beides Ventana) erreicht. Anschließend wurden
die  Präparate  unter  fließendem  Wasser  mit  Spülmittel  gewaschen  und  die
Kerngegenfärbung mit Hämatoxylin nach Mayer durchgeführt. 
Vor  der  Eindeckung  der  Schnitte  mit  Canada-Balsam wurden  diese erneut  in  einer
aufsteigenden  Alkoholreihe  mit  Xylol  entwässert.  Das  Ergebnis  der  Färbung  wurde
durch einen mitgeführten Schnitt von nichttumorösem Lebergewebe als Positivkontrolle
validiert. 
3.2.1.4  Beurteilung der Ergebnisse der immunhistochemischen Reaktion
Die Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion gegen Syndecan-4 erfolgte bei
100-facher bis 400-facher Vergrößerung (Axioskop 50, Zeiss, Germany). 
Ausgewertet wurde sowohl die zytoplasmatische Expression als auch  das Muster der
membranösen Syndecan-4-Expression  in der Epithel- bzw. Tumorzellen der Karzinom-
und und Nichttumorpräparate. Für die zytoplasmatische Expression wurde die Intensität
der Färbung (SI) und die Anzahl immunpositiver Epithelzellen entsprechend dem von
Remmele  et  al.(147) etablierten  Immunreaktiven  Score  bewertet.  Die  Skalierung  der
Farbintensität  umfasste die Werte 0 bis 3,  wobei  0 keine Farbreaktion, 1 schwache
Farbreaktion, 2 mäßige Farbreaktion und 3 starke Farbreaktion darstellte. Die Einteilung
der  Anzahl  gefärbter  Zellen  reichte  von  1  bis  10  wobei  der  prozentuale  Anteil
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immunpositiver Zellen an der Gesamtzahl epithelialer Zellen in 10% Schritten erfolgte
(z.B. 5 = 50% der Zellen waren immunpositiv). Sowohl die Farbintensität als auch der
prozentuale  Anteil  immunpositiver  Zellen  wurde  für  jede  der  4  Stanzen  eines  Falls
bestimmt und anschließend der jeweilige Mittelwert  gebildet.  Aus diesem wurde der
immunreaktive Score (IRS = SI x PP) berechnet. Die Membranfärbung (M) wurde in
Anlehnung an die Empfehlungen zur Interpretation der membranösen Expression von EGFR,
erstmals beschrieben durch  Atkins D et al.(2) und empfohlen im Interpretation Manual for EGFR
pharmDxTM von  DakoCytomation, wie  folgt  bewertet 0   =  negative,  1  =  schwache
inkomplette,  2  =  schwache  bis  mäßigggradig  komplette  oder  3  =  starke  komplette
membranöse  Färbung  beurteilt.  Basierend  auf  vorausgegangen  Studien  zum
kolorektalen  Karzinom(90) erfolgte  für  die  statistischen  Betrachtungen zusätzlich  eine
Addition  von  zytoplastmatischem  und  membranösen  Score  zu  einem  Gesamtscore
(gIRS= IRS + M), wobei je Fall ein Maximalwert von 33 erreicht werden konnte. In den
transmuralen Schnittpräparaten wurden drei  repräsentative Areale der Invasionsfront
und drei repräsentative Areale des Tumorzentrums ausgewertet, deren Mittelwert der
Bestimmung des IRS diente.
3.2.2  Nachweis von Syndecan-4-RNA 
In 28 Magenkarzinomproben wurde die Syndecan-4-RNA mittels peqGOLD TriFast™
(peqlab,  Erlangen)  nach Angaben des Herstellers  extrahiert,  anschließend mit  einer
Reversen-Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben und per Light CyclerTM (Roche,
Darmstadt)  in der quantitativen PCR vervielfältigt.  Es wurden ausschließlich RNase-
freie Plastikwaren und Lösungen eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde die Zellinie eines
hepatozellulären  Karzinoms  (Hep  G2,  ATCC®  HB-8065TM,  ATCC  LGC  Standards,
Wesel) mitgeführt. Diese Zelllinie wird von den Herstellern von Syndecan-4-Antikörpern
als Kontrolle empfohlen, da sie für eine hohe Syndecan-4-Expression bekannt ist. 
3.2.2.1  RNA-Präparation aus Frischgewebe
Die RNA-Präparation besteht aus folgenden 5 Schritten: 
Homogenisierung, Phasentrennung, RNA-Fällung, Waschen der RNA und Lösen der
RNA.
Zunächst  wurden  aus  den  kryoasservierten  Gewebeproben  etwa  50-100mg
entnommen,  in  ein  mit  1ml  Trifast™  (peqlab)  und  Keramikkügelchen  gefülltes
Schraubdeckelgefäß (2ml, Precellys Keramik-Kit 1,4mm, peqlab) gegeben und drei mal
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bei  6500  Umdrehungen  für  2x20  Sekunden  homogenisiert  (Precellys  24®
Homogenisator, Peqlab).
Durch  Inkubation  der  Proben  über  5  Minuten  bei  Raumtemperatur  wurde  die
Dissoziation der Nukleotidkomplexe gewährleistet. 
Anschließend wurden 0,2ml Chloroform hinzugegeben und  das Tube 15 Sekunden gut
geschüttelt. Nach einer weiteren Inkubation von 3-10min bei Raumtemperatur wurden
die  Proben  für  10min  bei  12000  x  g  zentrifugiert  (Heraeus,  Megafuge),  was  zur
Phasenauftrennung führte. DNA und Proteine finden sich in der Inter- und Phenolphase,
während RNA ausschließlich in der farblosen oberen Phase vorkommt. Letztere wurde
anschließend  in  ein  1,5ml  Tube  überführt  und  zwecks  Präzipitation  der  RNA 0,5ml
Isopropanol  hinzugegeben.  Die  Proben wurden daraufhin  gemischt,  für  5-15min  bei
Raumtemperatur  inkubiert  und  für  10min bei  14000 x g und 4°C zentrifugiert.  Das
hierdurch  entstandene  Pellet  wurde  mit  1ml  80%-igem  Ethanol  gewaschen  und
nochmals für 10min bei 14000 x g und 4°C zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt.
Nachdem das Pellet  30min bei  Raumtemperatur  getrocknet  war,  konnte es je  nach
Größe  in  50-300µl  Diethylpyrocarbonat  (DEPC)-Wasser  gelöst  werden.  DEPC
inaktiviert die RNasen, indem es mit Histidinresten  Bindungen eingeht. Die Lagerung
erfolgte bei -80°C.
3.2.2.2  RNA-Quantifizierung 
Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bei einer Absorption von 260nm mittels
Bio-Photometer  (Eppendorf,  Hamburg)  gemessen.  Die  Reinheit  wurde  durch  den
Quotienten der  Absorbtionsspektren (Mindestanforderung:  A260:A280 >2)  bestimmt.  Als
Referenzwert und zur Einstellung der Endkonzentration  wurde DEPC-H2O eingesetzt.
Nach Eichung des Photometers wurden jeweils 1µl der Proben mit DEPC-Wasser auf
ein  Volumen  von  70µl  aufgefüllt  und  in  die  Quarzküvette  pipettiert.  Die  ermittelten
Konzentrationen wurden anschließend mit dem Faktor 70 multipliziert. 
3.2.2.3  Reverse Transkription von RNA
Bei  der  Reversen  Transkription  (RT)  wird  RNA  mit  Hilfe  des  Enzyms  Reverse
Transkriptase in cDNA umgeschrieben (Roche, Mannheim). Der Reaktionsansatz war
wie folgte: 4µl 5x Reaktionspuffer, 0,5µl RNase Inhibitor,  2µl dNTP Mix, 1µl DTT, 1,1µl
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase, 1µl oligo(dt)18 –Primer, 2µg RNA und
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20µl DEPC-H2O.RNA und Oligo(dt)18-Primer  wurden bei  65°C für  10min  inkubiert,
anschließend  auf  Eis  abgekühlt  und  der  restliche  Reaktionsansatz  hinzu  pipettiert.
Danach wurden die  Proben für  etwa 30min bei  45°C-55°C erneut  inkubiert  und die
Reverse Transkriptase durch fünfminütiges Erhitzen auf 85°C inaktiviert. Die cDNA kann
bei -15°C bis -25°C gelagert oder sofort in die PCR eingesetzt werden.
3.2.2.4   Quantitative real-time-PCR am LightCycler™
Der verwendete Light CyclerTM ist mit einem Micro-Fluorimeter kombiniert. Durch den
Einbau eines Fluorophores in das PCR-Produkt und Fluoreszens-Monitoring konnte die
Quantifizierung und Analyse der Ergebnisse bei laufender Amplifikation erfolgen (real-
time-PCR).  Das  hier  verwendete  Fluorophor  SYBR-Green  I  baut  während  der
Amplifikation sequenzunabhängig einen interkalierenden Farbstoff  in  die  dsDNA des
PCR-Produkts ein.
Das Fluoreszens-Signal  von SYBR-Green I steigt  proportional  zur Menge des PCR-
Produkts und wurde bei 530nm gemessen. Eine folgende Schmelzkurvenanalyse und
die exakte Schmelzpunktbestimmung dienten der Charakterisierung des PCR-Produkts.
Der  Reaktionsansatz  bestand  aus:  4µl  5x  SYBR  Green  I  Mastermix
(Bioline/Luckenwalde),  1µl sense Primer,  1µl anti-sense Primer, 4µl cDNA und 12µl
dH2O.
Folgende Primer wurden verwendet:
SYN 4: ss 5’-CGGGCAGGAATCTGATGACTTTGA-3’  
as 5’-GCTTCACGCGTAGAACTCATTGGT-3’  
18s rRNA: ss 5’-CGGCTACCACATCCAAGG-3’ 
as 5’- GCTGGAATTACCGCGGCT-3’ 
Für die Syndecan-4- und 18s rRNA-Primer wurde folgendes Programm gewählt:
Prädenaturierung:          600sec 95°C 20°C/sec
Amplifikation: Segment 1    15sec 95°C 20°C/sec
35 Zyklen Segment 2   15sec 52°C 20°C/sec
Segment 3      4sec 72°C 20°C/sec
Schmelzkurve: Segment 1     0sec 95°C 20°C/sec
 Segment 2   10sec 65°C 20°C/sec
Segment 3     0sec 99°C 0,2°C/sec
Abkühlen:                              60sec 40°C 20°C/sec
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Zur  Quantifizierung  der  cDNA-Moleküle  der  einzelnen  Proben  wurde  eine
Standardverdünnungsreihe mit bekannter Konzentration der DNA-Moleküle eingesetzt. 
Um den spezifischen Standard herzustellen, wurde vorab das zu analysierende PCR-
Fragment  in  einem  geeigneten  Plasmidvektor  (Invitrogen)  kloniert.  Darüber  hinaus
wurden  bei  jedem  Lauf  1-3  Standardverdünnungsstufen  mit  amplifiziert  und  eine
Standardkurve erstellt.  
Der  Vergleich der  RNA-Mengen untereinander erfolgte durch die  Amplifikation eines
housekeeping-Gens  (18s  rRNA)  im  Parallelansatz  und  dem  Quotienten  aus  zu
analysierenden cDNA-Molekülen und der Anzahl der housekeeping-Gen-Moleküle.
3.2.2.5  Gelelektrophorese
Für die Herstellung der 1%-igen Agarosegele wurde die  Agarose abgewogen, mit 1x
TBE-Puffer ((5x TBE (pH 8,3): 54g Tris Base; 27,5g Borsäure (Na-Salz); 20ml 0,5M
EDTA; ad 1l dH2O))versetzt und bis zur vollständigen Lösung in der Mikrowelle erhitzt.
Anschließend wurde das Gemisch unter kaltem Wasser abgekühlt, 5µl GelRed Nucleid
Acid  Gel  Stain  (Biotium/Hayward,USA)  hinzugegeben  und  in  die  vorbereiteten
Plastikgelträger mit Kamm gegossen. Nach Polymerisation des Gels und Entfernen des
Kamms wurden die Elektrophoresekammern mit 1xTBE-Laufpuffer gefüllt. Im Anschluss
wurden  die  Magenkarzinomproben  mit  5µl  Probenpuffer  (5x  DNA Loading  Buffer,
Bioline) versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte für 60min bei 50 Volt.
Das Ergebnis wurde unter UV-Licht fotografisch dokumentiert.
3.2.3  Nachweis von Syndecan-4-Protein 
Der  Nachweis  von  Syndecan-4  Protein  erfolgte  an  28  repräsentativen  Proben  des
Magenkarzinomkollektives  mittels  ELISAs  (IBL,  Human  Syndecan-4  Assay  Kit).  Als
Positivkontrolle  wurde  die  Hep  G2-Zellline,  die  eine  hohe  Syndecan-4-Expression
aufweist, mitgeführt (Hep G2, ATCC® HB-8065TM, ATCC LGC Standards, Wesel).
3.2.3.1  Präparation aus Frischgewebe
Aus den 28 ausgewählten Magenkarzinomen wurden kryoasservierte Gewebsstücke
von jeweils 50-100mg entnommen, in ein Schraubdeckelgefäß mit Keramikkügelchen
(2ml,  Precellys  Keramik-Kit  1,4mm,  peqLab)  gegeben,  mit  500µl  Lysispuffer
aufgegossen  und  3x  bei  6500  U/min  2x20sec  homogenisiert  (Precellys®24
Homogenisator, Bertin Technologies, Frankreich). 
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Der Lysispuffer bestand aus (pro 50ml): 0,3g 50mM Tris HCL pH 8,0, 0,44g 150 mM
NaCl,  0,02%  Na  azid,  0,05g  0,1%  SDS,500µl  1%  Nonidet  P-40,  0,25g  0,5%  Na-
deoxcycholate.  Anschließend  wurden  die  Proben  20min  auf  Eis  gekühlt,  3min  bei
12.000g und 4°C zentrifugiert und der Überstand in ein 2ml Tube abpipettiert.
3.2.3.2  Quantifizierung mittels Photometer
Die  Quantifizierung  des  Syndecan-4-Proteins  erfolgte  mit  dem  DC  Protein  Assay
(Biorad, München).
Zunächst wurde eine Standardreihe angesetzt in welcher 1µl, 2,5µl, 5µl, 10µl, 15 µl,
20µl, 30µl BSA (10mg/ml) auf 100µl mit Wasser verdünnt wurde um eine Lösung mit
steigender BSA-Konzentration zu erhalten. Das erste Tube enthielt 100µl reines Wasser
und diente als  Leerwert.  Zur  Herstellung des Reagenzgemisches  wurden 20µl  des
Reagenz A mit 1000µl des Reagenz S gemischt. Jeweils 5µl der Standardreihe bzw. der
Proben  wurden  als  Doppelbestimmung  in  die  Microtiterplattenwells  gegeben.
Anschließend wurden je 25µl des Reagenzgemisches (Reagenz A+S) und 200µl von
Reagenz B (verdünntes Folinreagenz) zu den Proben und der Standardreihe pipettiert.
Nach  15min  Durchmischung  der  Proben  bei  Raumtemperatur  wurde  die
Proteinkonzentration  bei  750nm  photometrisch  bestimmt  (Promega,  GloMax-Multi
Detection System, Mannheim). 
3.2.3.3  Human Syndecan-4-ELISA
Beim ELISA wird eine Kunststoffplatte  mit  einem spezifischen Antikörper  gegen das
nachzuweisende Protein (Capture Antibody, hier gegen Syndecan-4) beschichtet und
anschließend  die  Proteinlösung  dazu  gegeben.  Nicht  gebundenes  Protein  wird
abgewaschen und verbleibende freie Bindungsstellen mit Blockierungspuffer blockiert.
Durch  Zugabe  eines  Detektionsantikörpers  und  einer  Substrat/Chromogen-Lösung
erfolgt die Identifizierung des gebundenen Proteins und ein konzentrationsäquivalenter
Farbumschlag.  Die  Konzentration  des  Proteins  kann  anschließend  mit  Hilfe  eines
Photometers anhand der Standardkurve berechnet werden.
Zur Bestimmung der Syndecan-4-Proteinkonzentration wurde das Human Syndecan-4
Assay  Kit-IBL  nach  Angaben  des  Herstellers  verwendet  (Immuno-Biological
Laboratories Co., Ltd., Japan): 
Zunächst wurden 50ml Waschpuffer-Konzentrat (0,05% Tween20 in Phosphatpuffer) mit
1950ml  deionisiertem  Wasser  gemischt.  Die  Antikörperlösung  wurde  aus  0,3ml
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Antikörper-Konzentrat  (Anti-Human-Syndecan-4  Kaninchen  IgG) und  8,7ml  Lösung
(1%BSA, 0,05% Tween20 in PBS) hergestellt.
Für die Standardreihe wurden zunächst 0,5ml deionisiertes Wasser mit dem Human-
Syndecan-4-Standard (Komponente 3) gemischt um 2560pg/ml humanen Syndecan-4
Standard zu erhalten. Anschließend wurden 8 Tubes mit je 230µl EIA-Puffer vorbereitet
und in das erste der Tubes 230µl der Syndecan-4-Standardlösung gegeben um hier
eine Konzentration von 1280 pg/ml zu erhalten. Aus jedem der Tubes 2 bis 7 wurden
nun 230µl in das Nächste gegeben um die Konzentration an Syndecan-4 mit jedem Mal
zu halbieren. Die abpipettierten 230µl aus Tube 7 wurden verworfen, da Tube 8 als
Leerwert lediglich den EIA-Puffer enthalten sollte.
Die  Vertiefungen  der  Kunststoffplatte  wurden  markiert,  mit  jeweils  100µl  der  28
Magenkarzinomproben und der Standardreihe befüllt  und anschließend bei  37°C für
60min inkubiert, um die Antikörper-Antigen-Reaktion zu initiieren. Nach der Inkubation
wurde die Platte 7 mal mit Waschpuffer gewaschen. Die Taschen der Platte wurden
anschließend mit jeweils 100µl der hergestellten Antikörperlösung versehen und erneut
für 30min bei 4°C inkubiert. Nach 9 weiteren Waschzyklen wurden 100µl Chromogen-
TMB-Lösung in die Taschen gegeben und bei Raumtemperatur in Dunkelheit für 30min
inkubiert. Anschließend wurden je 100µl Stop-Lösung (1N H2SO4) in die Vertiefungen
pipettiert, woraufhin sich ein Farbumschlag von blau zu gelb einstellte.
Die  Syndecan-4-Proteinkonzentration  konnte  nun  mit  Hilfe  eines  Photometers  bei
450nm gegen den Leerwert berechnet werden.
3.2.4  Statistische Datenverarbeitung und Fotodokumentation
Die statistische Datenauswertung erfolgte unter Anwendung des Standard-t-Tests und
Paardifferenz-t-Tests  für  Mittelwertsunterschiede  unabhängiger  und  abhängiger
Stichproben, des exakten Tests nach Fischer und chi-Quadrat-Tests nach Pearson für
Häufigkeitsverteilungen und der Kaplan-Meier-Analyse als Test der Überlebensfunktion.
Um den Zusammenhang zwischen der Protein- und RNA-Expression von Syndecan-4
zu prüfen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson durchgeführt. Zur Definition
eines  optimalen  cut-off  Wertes  /  Schwellenwertes  der  Syndecan-4-Expression,  der
zwischen  einer  low  risk  und  einer  high  risk  Gruppe  im  postoperativen  Verlauf
diskriminieren  konnte,  wurden  Analysen  auf  der  Grundlage  von Receiver  Operating
Characteristics (ROC)- Kurven durchgeführt. 
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Die statistische Analyse erfolgte mittels SPSS-Software (SPSS-Incorporation, Version
18.0 für Windows, Chicago, USA). Das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
Zur Fotodokumentation diente das Lichtmikroskop Olympus BH2-RFCA  (Olympus, 
Hamburg, Deutschland) in 100-, 200-, und 400- facher Vergrößerung mit aufgesetzter 
Kamera Typ Infinity 2-1C  und Fotodokumentations-Software Infinty-Analyse (Lumenera
Corporation, Ottawa, Kanada). Zur Nachbearbeitung der ausgewählten Fotos diente die
Software Picasa 3 (GoogleSoftwares, Mountain View, USA) und Adobe Photoshop 
(Adobe Systems Incorporate, San Jose, USA).
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4.  Ergebnisse
4.1  Klinisch-pathologische Daten des Untersuchungskollektivs
Das zugrunde gelegte Magenkarzinomkollektiv (n=161) bestand aus 111 männlichen 
(68,9 %) und 50 weiblichen (31,1%) Individuen mit einem Geschlechtsverhältnis von
2,2:1 (m:w). 
Das Durchschnittsalter lag bei 66,9 Jahren (SD: ±11,95 ), wobei der jüngste Patient zum
Zeitpunkt  der  Operation  26  Jahre  und  der  Älteste  93  Jahre  waren.  Das
Durchschnittsalter der männlichen Patienten zeigte mit  66,6 Jahren (Umfang: 26-85,
SD: ±12,13) keinen signifikanten Unterschied zu dem der weiblichen Patienten mit 67,7
Jahren (Umfang: 38-93 , SD: ±11,60). In der 8. Lebensdekade war die Inzidenz der
Magenkarzinome  mit  59  erkrankten  Personen  (36,6%)  am  größten.  In  der  7.
Lebensdekade erkrankten mit 51 Personen 30,4% des Kollektivs. 111 der untersuchten
Magenkarzinome (69,8%) befanden sich im proximalen Abschnitt des Magens und 48
Karzinome im distalen Abschnitt  (31,7%). Zum Zeitpunkt der Diagnose waren bei 56
Patienten  (35,0%)  bereits  Fernmetastasen  vorhanden.  Die  weiteren  klinisch-
pathologischen Daten des Kollektivs sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Das Kollektiv
ist im Vergleich zu den aktuellen epidemiologischen Daten (siehe Einleitungskapitel) in
Bezug auf Alter, Geschlecht, Tumorstadium und Überleben repräsentativ.
       
4.2  Prognoseparameter 
4.2.1  Klinisch-pathologische Prognoseparameter
97  (60,2%)  der  161  Patienten  verstarben  im  Untersuchungszeitraum,  so  dass  das
Follow-up  für  64  Patienten  zum  Zeitpunkt  der  letzten  Datenerhebung  noch  nicht
abgeschlossen war.  Die 1-,  3-,  und 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit  betrug in
der  durchschnittlichen  Nachbeobachtungszeit  von  26,2  Monaten  (min-max  0,2-145
Monate) 58,7%, 42,1% und 31,8%. Die mittlere Überlebenszeit lag bei 14,1 Monaten
(Median: 8,7).
Postoperativ trat bei zwei Patienten (1,2%) des Gesamtkollektivs ein Lokalrezidiv nach
durchschnittlich 6,8 Monaten (min-max 1-12 Monate) auf. 
Metachrone  Metastasen  wurden  bei  25  der  161  Patienten  durchschnittlich  nach  12
Monaten (min-max 1-86 Monate) beobachtet, wobei 12 in der Leber, 6 im Peritoneum, 3
im Knochen, 2 in der Lunge, 1 im Cerebrum und 1 in der Haut lokalisiert waren. 
Ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben war assoziiert mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium (UICC I/II vs. UICC III/IV), einer fortgeschrittenen   
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Tumorausdehnung  (pT1/2  vs.  pT3/4),  Vorhandensein  von  Lymphknoten-  oder
Fernmetastasen (pN0 vs pN1/2, M0 vs. M1), Infiltration von Venen, Lymphgefäßen oder
Perineuralscheiden (V0 vs.  V1,  L0 vs.  L1,  Pn0 vs.  Pn1),  sowie mit  einem geringen
Differenzierungsgrad  (G1/2  vs.  G3),  dem  diffusen  Typ  nach  Laurén  und  einer
proximalen  Lokalisation  (Tab.1).  Das  Alter  und  Geschlecht  der  Patienten  korrelierte
hingegen nicht mit dem Gesamtüberleben (Tab. 1).
  Klinisch-
pathologischer
Faktor
n (%)
Überleben
1-Jahres
Überleben
(%)
3-Jahres
Überleben
(%)
5-Jahres
Überleben
(%)
Mittel
-wert
Standard
-fehler
95%-CI P
Alter                                  161
≤ 70 Jahre 85  (52,8) 66,5 42 37,1 60 7,68 44,9 – 75,0 0,120
> 70 Jahre 76 (47,2) 50,2 41,8 23,9 38 5,53 27,1 – 48,8
Geschlecht                       161
Männlich 111 (68,9) 61 41,8 36,1 58 6,78 44,7– 71,3 0,66
Weiblich 50 (31,1) 53,7 42,8 25,7 40,1 6,52 27,9 – 53,4
Tumorausdehnung         159
pT1 22 (13,8) 100 94,4 82,6 127,3 11,5 104,8-150,0
pT2 68 (42,8) 71 55,7 36,8 52,86 6,5 40,1 – 65,6
pT3 60 (37,7) 33,2 13,1 13,1 17,89 3,38 11,2 – 24,5 < 0.001
pT4 9 (5,7) 44,4 22,2 11,1 16,77 5,65 5,7 – 27,8
pT 1/2 90 (56,6) 78 65,1 48,1 79 7,99 63,3 – 94,7
pT 3/4 69 (43,4) 34,7 14,5 12,4 18 3,1 11,9 – 24,0
LK-Metastasen                159
pN0 42 (26,4) 87,3 84,5 61,9 102,9 12,3 78,7- 127,0
pN1 54 (34,0) 68,9 46,7 40,8 44,8 5,4 34,2-55,3
pN2 32 (20,1) 47,1 20,2 5,4 17,6 3,5 10,81-24,4 < 0,001
pN3 31 (19,5) 13,5 3,4 0 6,9 1,3 4,5-9,3
    pN 0/1 96 (60,4) 76,8 62,3 50,5 80,7 7,7 65,7-95,7
Fernmetastasen              160
M0 104
(65,0)
72,9 58,1 44,5 75,9 7,4 61,5-90,4 < 0,001
M1 56 (35,0) 33,9 14,3 9,5 14 2,4 9,2-18,7
Veneninfiltration             161
V0 85 (52,8) 78,9 68,1 53,5 78 9,4 59,6-96,4 < 0,001
V1 76 (47,2) 36,5 13,6 8,2 13,9 1,9 10,1-17,6
Lymphgefäßinfiltration   161
L0 34 (21,1) 90,4 86,8 62,3 104,5 12,9 79,1-129,8 < 0,001
L1 127
(78,9)
50,9 31,3 24,4 32,5 3,6 25,4-39,6
Perineurale Karzinose    158
Pn0 71 (44,9) 75,6 62,6 46,1 78,6 9 60,9-96,3 < 0,001
Pn1 87 (55,1) 45,5 25,6 20,2 27,7 4 19,8-35,5
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Tumorstadium (UICC)     160
Stadium I 38(23,8) 91,6 88,4 68,1 110,3 11,4 87,9-132,6
Stadium II 47(29,4) 77,3 57,3 43,6 51,7 5,98 39,9-63,4
Stadium III 19(11,9) 28,2 5,6 0 10,7 1,99 6,8-14,6 < 0,001
Stadium IV 56(35) 33,9 14,3 9,5 14 2,41 9,2-18,7
Stadium I/II 85(53,1) 83,4 70,6 54 90,3 8,09 74,4-106,1
Stadium III/IV 75(46,9) 32,6 12,2 8,1 13,5 1,97 9,6—17,3
Grading (G)                      161
G1 7 (4,3) 68,6 51,4 51,4 54,2 21,2 12,6-95,7
G2 57 (35,4) 72,6 60,2 42,9 75,2 10,3 55,0-95,2 0,001
G3 97 (60,3) 50,5 31,7 24 30,4 3,7 23,1-37,7
Laurén-Typ                       161
intestinal 100(62,1) 64,8 47,8 36,2 55,6 7,7 40,6-70,6 0,13
diffus 34(21,2) 48,2 35,3 25,8 32,2 6,7 19,2-45,2
Tumorlokalisation           159
Proximal 111 (69,2) 55,6 37,8 29,1 49,41 6,4 36,8-61,9 0,12
Distal 48 (30,2) 64,3 52 36,4 45,11 5,92 33,5-56,7
Invasionsfront                 161
Invasionstyp
Expansiv 79 (49,1) 63,4 52,2 38,1 59,8 8,8 42,5-77,0 0,06
Infiltrativ 82 (50,9) 54,4 32,2 25,1 33 4,3 24,5-41,3
Budding-Typ
Negativ 72 (44,7) 69 55,2 39,7 63,24 9,1 45,3-81,1 0,01
Positiv 89 (55,3) 50,6 31,4 25,7 31,85 4,1 23,7-39,9
Lymphozyten-
infiltration
Negativ 75(46,6) 52,2 31,5 25,9 32,5 4,8 23,1-41,9 0,03
Positiv 86(53,4) 64,3 51,2 36,6 64,7 7,9 49,3-80,1
Tabelle 1: Klinisch-pathologische Überlebensdaten des Kollektivs
4.2.2  Morphologische Prognoseparameter der Invasionsfront
Die  Lymphozyteninfiltration  der  Invasionsfront,  der  Invasionstyp  und  das
Tumorzellbudding wurden als mögliche Prognosefaktoren der Invasionsfront betrachtet
(Tab.1).  Die  Abbildungen  4.2.2.a/b,  4.2.2.d/e  und  4.2.2.g/h  zeigen  beispielhaft  eine
Lymphozyten-positive bzw. -negative Invasionsfront, die zwei Invasionstypen (infiltrativ
und expansiv) und ein Karzinom mit positivem bzw. negativem Tumorzellbudding.
Bezüglich  der  Lymphozyteninfiltration der  Invasionsfront  war  eine  geringere
Lymphozytendichte signifikant  mit  einem fortgeschrittenen Tumorstadium nach UICC
(p=0,004),  einem  geringerem  Differenzierungsgrad  des  Tumors  (p=0,018),  dem
Vorhandensein  von  Lymphknotenmetastasen  (p<0,001),  der  Infiltration  von  Venen,
Lymphgefäßen und Nerven (p=0,02, p=0,001, p<0,001) und dem diffusem Typ nach
Laurén assoziiert (p=0,016) (Tab.1).
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Eine  weitere  hochsignifikante  Korrelation  bestand  zwischen  einer  geringen
Lymphozyteninfiltration  und  einem infiltrativen  Invasionstyp  bzw.  dem Vorliegen  von
Tumorzellbudding (p<0,001).        
In der Überlebensanalyse nach Kaplan-Meier war eine hohe Lymphozytendichte der
Invasionsfront  mit  einem besseren  krankheitsfreien  Überleben  assoziiert  (Abbildung
4.2.2.c). Die 1-, 3-, und 5- Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit betrug mit Infiltration
64,3%,  51,1%  und  36,6%  gegenüber  52,5%,  31,5%  und  25,9%  ohne
Lymphozyteninfiltration (p=0,027) (Tab. 1, Abb. 4.2.2c).
Abbildung 4.2.2.a/b : Tumor ohne (a) und mit (b) Lymphozyteninfiltration der 
Invasionsfront (->) (100x, 200x, HE)
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Klinisch-
pathologischer
Faktor
n (%) Invasionstyp Budding Lymphozyteninfiltrationexpansiv infiltrativ p negativ positiv p negativ positiv P
Tumorausdehnung                159
pT1 22 (13,8) 14(17,9) 8(9,9)
0,25
14(19,7) 8(9,1)
0,08
5(6,8) 17(19,8)
pT2 68 (42,8) 35(44,9) 33(40,7) 33(46,5) 35(39,8) 32(43,8) 36(41,9) 0,11
pT3 60 (37,7) 24(30,8) 36(44,4) 20(28,2) 40(45,5) 32(43,8) 28(32,6)
pT4 9 (5,7) 5(6,4) 4(4,9) 4(5,6) 9(5,7) 4(5,5) 5(5,8)
Lymphknotenmetastasen         159
pN0 42 (26,4) 27(34,6) 15(18,5)
0,09
27(38) 15(17)
0,017
10(13,7) 32(37,2)
pN1 54 (34,0) 25(32,1) 29(35,8) 22(31) 32(36,4) 22(30,1) 32(37,2) <0,001
pN2 32 (20,1) 15(19,2) 17(21) 13(18,3) 19(21,6) 17(23,3) 15(17,4)
pN3 31 (19,5) 11(14,1) 20(24,7) 9(12,7) 22(25) 24(32,9) 7(8,1)
Fernmetastasen                        160
M0 104 (65) 53(67,9) 51(62,2)
0,45
52(73,2) 52(58,4)
0,07
44(59,5) 60(69,8) 0,17
M1 56 (35,0) 25(32,1) 31(37,8) 19(26,8) 37(41,6) 30(40,5) 26(30,2)
Veneninfiltration                        161
V0 85 (52,8) 50(63,3) 35(42,7)
0,009
50(69,4) 35(39,3)
<0,001
32(42,7) 53(61,6) 0,02
V1 76 (47,2) 29(36,7) 47(57,3) 22(30,6) 54(60,7) 43(57,3) 33(38,4)
Lymphgefäßinfiltration              161
L0 34 (21,1) 25(31,6) 9(11)
0,001
25(34,7) 9(10,1)
<0,001
7(9,3) 27(31,4) 0
L1 127 (78,9) 54(68,4) 73(89) 47(65,3) 80(89,9) 68(90,7) 59(68,6)
Perineurale Karzinose               158
Pn0 71 (44,9) 53(68,8) 18(22,2)
<0,001
53(75,7) 18(20,5)
<0,001
18(24,7) 53(62,4) <0,001
Pn1 87 (55,1) 24(31,2) 63(77,8) 17(24,3) 70(79,5) 55(73,3) 32(37,6)
Tumorstadium (UICC)                160
Stadium I 38(23,7) 23(29,5) 15(18,3)
0,31
23(32,4) 15(16,9)
0,07
10(13,5) 28(32,6)
Stadium II 47(29,4) 23(29,5) 24(29,3) 22(31) 25(28,1) 20(27) 27(31,4) 0
Stadium III 19(11,9) 7(9) 12(14,6) 7(9,9) 12(13,5) 14(18,9) 5(5,8)
Stadium IV 56(35) 25(32,1) 31(37,8) 19(26,8) 37(41,6) 30(40,5) 26(30,2)
Grading (G)                                 161
G1 7 (4,3) 5(6,3) 2(2,4)
0,329
6(8,3) 1(1,1)
0,003
4(5,3) 3(3,5)
G2 57 (35,4) 30(38) 27(32,9) 32(44,4) 25(28,1) 18(24) 39(45,3) 0,02
G3 97 (60,2) 44(55,7) 53(64,6) 34(47,2) 63(70,8) 53(70,7) 44(51,2)
Laurén-Typ                                  134
intestinal 100(74,6) 54(84,4) 46(65,7)
0,017
53(88,3) 47(63,5)
0,001
37(63,8) 63(82,9) 0,016
 diffus 34(25,4) 10(15,6) 24(34,3) 7(11,7) 27(36,5) 21(36,2) 13(17,1)
Invasionsfront                             161
Invasionstyp
0 79 (49,1) 20(26,7) 59(68,6) <0,001
1 82 (50,9) 55(73,3) 27(31,4)
Budding
<0,0010 72 (44,7) 64(81) 8(9,8) 19(25,3) 53(61,6) <0,001
1 89 (55,3) 15(19) 74(90,2) 56(74,7) 33(38,4)
Lymphozyten-
infiltration
<0,001 <0,001
0 75(46,6) 20(25,3) 55(67,1) 19(26,4) 56(62,9)
1 86(53,4) 59(74,7) 27(32,9) 53(73,6) 33(37,1)
Tabelle 2: Klinisch-pathologische Daten und morphologische Parameter              
der Invasionsfront
Ergebnisse
           Abbildung 4.2.2.c : Gesamtüberleben in Abhängigkeit von  der 
Lymphozyteninfiltration
Auch die beiden unterschiedlichen Typen der  Invasionsfront zeigten Unterschiede im
Gesamtüberleben.  So  liegt  die  Überlebenswahrscheinlichkeit   bei  expansiver
Invasionsfront nach 1-, 3-, und 5 Jahren bei 63,4%, 52,2% und 38,1%, bei infiltrativer
Invasionsfront  hingegen  bei  nur  54,4%,  32,2%  und  25,1%  (p=0,06)  (Tab.  1,  Abb.
4.2.2.f).  Der  infiltrative  Invasionstyp  zeigt  darüber  hinaus  signifikant  häufiger  eine
Venen–  und  Lymphgefäßinfiltration  sowie  häufiger  das  Vorliegen  einer  perineuralen
Karzinose als der expansive Typ (p=0,009, p=0,001, p<0,001). Auch ist der infiltrative
Typ  hochsignifikant  häufiger  mit  Budding  und  fehlender  Lymphozyteninfiltration
(p<0,001)  und  tendenziell  häufiger  mit  einer  Lymphknotenmetastasierung  (p=0,09)
assoziiert.
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Abbildung 4.2.2.d/e: expansiver (d) und infiltrativer (e) Invasionstyp 
(100x,200x,HE)
Abbildung 4.2.2.f :  Gesamtüberleben in Abhängigkeit vom Invasionstyp
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Das Gesamtüberleben ist ebenfalls mit dem Budding-Verhalten des Tumors assoziiert.
So liegt die 1-, 3-, und 5- Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit bei negativem Budding
bei 69,0%, 55,2%, und 39,7%, bei positivem Budding hingegen nur bei 50,6%,  31,4%
und 25,7% (p=0,01) (Tab 2, Abb. 4.2.2.i). Bezüglich der klinisch-pathologischen Daten
zeigen Karzinome mit positivem Budding signifikant häufiger Lymphknotenmetastasen
(p=0,017),  eine  Venen-  und  Lymphgefäßinfiltration  (p<0,001),  eine  Nerveninfiltration
(p<0,001),  haben  einen  signifikant  geringeren  Differenzierungsgrad  (p=0,003)  und
kommen häufiger bei Karzinomen vom diffusen Typ nach Laurén vor (p<0,001) (Tab. 2).
Tendenziell  korreliert  positives  Budding  ebenfalls  mit  einem  fortgeschrittenen
Tumorstadium. Im Stadium I nach UICC gibt es 23 Fälle ohne Budding und 15 Fälle mit
Budding.  Im Stadium IV nach UICC hingegen 19 Fälle ohne und 37 Fälle mit Budding
(p=0,07).
Abbildung 4.2.2.g/h :  Invasionsfront mit negativem (g) und positivem (h) 
Tumorzellbudding (200x, 400x, HE)
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Abbildung 4.2.2.i : Korrelation des Gesamtüberlebens in Abhängigkeit vom 
Buddingverhalten des Tumors
         
4.3 Immunhistochemische Untersuchungsergebnisse
4.3.1 Validierung der Untersuchungsmethoden 
Tissue Microarrays und transmurale Schnittpräparate
161  Magenkarzinome  wurden  per  Tissue  Microarray  aufgearbeitet,
immunhistochemisch gefärbt und immunhistologisch untersucht. Enthielt das Gewebe
einer Stanze weniger als 10% Tumor, oder wurde durch die Verarbeitung beschädigt, so
galt  diese  als  nicht  auswertbar.  Um  einen  IRS  für  die  im  Tissue  Microarray  nicht
auswertbaren  Karzinome  und  für  die  nicht  im  Array  aufgenommen  pT1-Karzinome
ergänzen zu können, erfolgte bei diesen Fällen eine immunhistologische Untersuchung
transmuraler Schnittpräparate. Dabei zeigte sich zwar eine homogene Expression von
Syndecan-4 innerhalb des Tumorzentrums    
(Abb. 4.1.3.1b). Jedoch fiel eine differentielle Expression zwischen Tumorzentrum und
Invasionszone  auf.  Aufgrund  dessen  wurden  von  allen  Karzinomen  transmurale
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Schnittpräparate  ergänzt  und  hier  ein  wiederholtes  Scoring  für  das  Tumorzentrum
durchgeführt. Die immunreaktiven Scores des Arrays und der transmuralen Präparate
zeigten  dabei  eine  hochgradige  Übereinstimmung,  wenn  die  Entnahme  des
Tumorgewebes aus dem Zentrum des Karzinoms erfolgte.  Bei  kleinen Tumoren, bei
denen  die  Gewebeentnahme  für  die  Herstellung  der  Arrays  aus  dem  Rand-  bzw.
Invasionsbereich  erfolgt,  stellte  sich  die  immunhistochemische  Analyse  am  Tissue
Microarray als ungeeignet heraus. 
Die Abbildung 4.1.3.1.a zeigt vier Arraystanzen eines Tumorpräparats, einen Ausschnitt
einer Arraystanze und eine Übersichtsaufnahme eines Tissue-Microarray-Blocks.
Abbildung 4.3.1.a : Übersichtsaufnahme eines Arrayblocks und vier Stanzen
eines Tumorpräparates sowie ein Arrayausschnitt 
(x1,x100,x200,Syn4)
4.3.2 Expression von Syndecan-4 in der Magenmukosa
Syndecan-4  wurde  in  den  Zellen  des  Oberflächenepithels  der  nichtentzündlichen,
nichtneoplastischen Magenmukosa zytoplasmatisch, betont am basalen Zellpol und der
lateralen Zellmembran, exprimiert  (Abb. 4.3.2.a/b). Eine zonale Expression innerhalb
der Foveolen oder eine Expression des Drüsenepithels lag nicht vor. Für die mittlere
Gesamtexpression des Epithels der Antrum- bzw. Corpusschleimhaut wurde ein IRS
von 12,8±3,2 bzw. 14,0±3,5 ermittelt.
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Abbildung 4.3.2.a/b : Nichtentzündliche, nichtneoplastische Antrum- (a) bzw. 
Corpusmukosa (b) (x200, x400, Syn4)
 
4.3.3.  Expression von Syndecan-4 im Magenkarzinom
4.3.3.1 Verteilungsmuster und morphologische Besonderheiten der Syndecan-4- 
           Expression
Das  Karzinomepithel  wies  im  Vergleich  zur  nicht-neoplastischen  Antrum-  bzw.
Corpusmukosa eine signifikant höhere Syndecan-4-Expression auf (IRS Antrum vs. TZ
12,8±3,2  vs.  16,3±8,3,  Corpus  vs.  TZ  14,0±3,5  vs.  16,3±8,3,  beides  p<0001,  Abb.
4.3.3.1a). 
Im  Karzinom  selbst  war  eine  zonale  Expression auffällig:  Bei  einer  mittleren
Syndecan-4-Expression mit einem IRS von 16,3±8,3, 21,6±8,3 und 24,4±8,4 für das
Tumorzentrum, die Invasionsfront und die Tumorbuds lag eine signifikante Zunahme
der Syndecan-Expression vom Tumorzentrum zur Invasionsfront hin zu (p<0,001, Abb.
4.3.3.1a).
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Auch hinsichtlich des  morphologischen Musters der Syndecan-4-Expression fanden
sich Unterschiede zwischen dem Tumorzentrum, der Invasionsfront und den Tumorbuds
(Abb. 4.3.3.1b). Im Tumorzentrum zeigte sich meist eine membranöse Expression ohne
Polarisierungstendenz mit im Vergleich zur Invasionsfront etwas geringer ausgeprägter
zytoplasmatischen  Syndecan-4-Expression.  Bei  vorliegender  zusätzlicher
zytoplasmatischer Expression war diese meist vesikulär. Im Bereich der Invasionsfront
gab es neben einer stark ausgeprägten membranösen Expression mit Betonung des
zur  Invasionsfront  gerichteten  Zellpols  meist  auch  eine  stärker  ausgeprägte
zytoplasmatische  Expression,  welche  sich  morphologisch  homogener  zeigte  (Abb.
4.3.3.1c).  Tumorbuds  zeigten  eine  stark  ausgeprägte  membranbetonte  Syndecan-4-
Expression (Abb. 4.3.3.1c). 
                    
Abbildung 4.3.3.1a : Syndecan-4-Expression in der Magenmukosa sowie in 
den Tumorzonen
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Abb. 4.3.3.1b:  Zonale Syndecan-4-Expression im Tumorzentrum und an der 
    Invasionszone bei einem Karzinom vom expansiven bzw. 
    infiltrativen Invasionstyp (-> Invasionszone, x100, x200, Syn4)
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Abbildung 4.3.3.1c : polarisierte, zur Invasionsfront gerichtete Expression 
der Tumorzellen (->) und membranbetonte Expression  
                                  der Tumorbuds (x400 Syn4)
In den untersuchten Lymphknotenmetastasen war sowohl im Tumorzentrum als auch
an der Invasionsfront eine membranöse und eine zytoplasmatische Komponente der
Syndecan-4-Expression zu beobachten (Abb.  4.3.3.d).  Die  Intensität  der  Expression
stieg  auch  hier  vom  Tumorzentrum  in  Richtung  Invasionsfront  bzw.  Randsinus
tendenziell an.
Abbildung 4.3.3.1d : Lymphknotenmetastase eines Magenkarzinoms 
(x100, x200, Syn4)
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4.3.3.2. Korrelation der Syndecan-4-Expression mit den klinisch-morphologischen
             Daten
Tabelle 3 zeigt detailliert alle mittleren Werte der zytoplasmatischen, membranösen und
Gesamtexpression von Syndecan-4 und deren Korrelation mit den einzelnen klinisch-
pathologischen Gruppen. 
Tendenziell  waren  eine  fortgeschrittene  lokale  Tumorausdehnung  sowie  eine
Lymphknotenmetastasierung,  eine  Fernmetastasierung  und  der  diffuse  Typ  nach
Laurén  mit  einer  höheren  Syndecan-4-Expression  assoziiert.  Die  stärksten
Gruppenunterschiede fanden sich bei Betrachtung der  zytoplasmatischen Expression,
insbesondere  der  Karzinominfiltrate  der  Invasionsfront.  Beispielsweise   lagen  der
zytoplasmatische IRS für eine Tumorausdehnung im Stadium pT1 im Tumorzentrum bei
11,9±9,2  und  an  der  Invasionsfront  bei  17,6±10.  Demgegenüber  liegt  der  IRS  im
Tumorstadium pT4 bei 17,0±10,4 im Tumorzentrum und 21,9±8,1 an der Invasionsfront
(p=0,365  bzw.  p=0,507).  Auch  bei  Vorliegen  einer  Lymphknoten-  oder
Fernmetastasierung  lag  der  zytoplasmatische  IRS  der  Gesamtexpression,
insbesondere an der Invasionsfront,tendenziell höher als bei fehlender Lymphknoten-
oder Fernmetastasierung (pN3 vs. pN0: 20,9±7,3 vs. 17,2±8,3, p=0,252; M1 vs. M0:
20,2±7,8 vs. 18,6±7,8, p=0,247). Da das Tumorstadium nach UICC das T-, N-, und M-
Stadium beinhaltet, spiegelte sich auch hier die oben beschriebene Tendenz wider. Des
Weiteren ließen sich bei einer Venen-, Lymphgefäß-, und Nerveninfiltration sowie bei
positivem Budding eine leicht erhöhte Syndecan-4-Expression im Vergleich zu Fällen,
die diese Merkmale nicht aufwiesen, nachweisen. 
Auch  in  der  Syndecan-4-Gesamtexpression fanden  sich  die  beschriebenen
Unterschiede für die einzelnen  Gruppen bzw. die Tendenz einer höheren Syndecan-4-
Expression  für  klinisch-morphologische  Parameter  einer  fortgeschrittenen
Tumorausbreitung. Diese Unterschiede in der Gesamtexpression basierten jedoch im
Wesentlichen  auf  der  zytoplasmatischen  Expression,  da  sich  für  die  Werte  der
membranösen  Expression keine  wesentlichen  Unterschiede  fanden.  Lediglich  die
Kategorie  des  histomorphologischen  Tumortyps  nach  Laurén  zeigte  sowohl  im
zytoplasmatischen als auch membranösen und Gesamtscore eine höhere Syndecan-4-
Expression für diffuse Karzinome als für Karzinome vom intestinalen Typ. 
Generell ließ sich kein Zusammenhang zwischen Expression und Geschlecht der 
Patienten, Grading des Tumors, Tumorlokalisation oder Typ der Invasionsfront 
darstellen.
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Klinisch-
pathologischer
Faktor
n (%)
Immunhistochemische Expression von Syndecan-4
zytoplasmatische Expression membranöse Expression Gesamtexpression
Tumor-
zentrum
p Invasions
-front
p Tumor-
zentrum
p Invasions
-front
p Tumor-
zentrum
p Invasions
-front
P
Alter 147
≤ 70 Jahre 78(53) 16,1±8,1
0,013
20,96±7,6
0,003
1,7±0,8
0,011
2,3±0,7
0,003
17,7±8,7
0,012
23,2±8,2 0,003
> 70 Jahre 69(47) 13,0±6,9 17,2±7,5 1,3±0,8 1,9±0,8 14,3±7,5 19,1±8,1
Geschlecht 147
Männlich 102(69) 14,9±7,9
0,586
19,3±7,9
0,744
1,5±0,8 0,90
8
2,1±0,8
0,869
16,3±8,5
0,628
21,4±8,5 0,816
Weiblich 45(31) 14,1±7,2 18,9±7,5 1,5±0,9 2,2±0,7 15,6±7,8 21±8,1
Tumor
-ausdehnung 145
pT1 18(13 11,9±9,2
0,365
17,6±10
0,507
1,8±1
0,59
4
2,1±0,9
0,466
13,6±10,1
0,48
19,6±10,9
pT2 64(44) 14,3±6,9 19,1±7,1 1,4±0,8 2,2±0,7 15,7±7,4 21,3±7,6 0,711
pT3 54(37) 15,2±7,4 19,1±7,8 1,4±0,8 2±0,8 16,6±8 21,1±8,3
pT4 9(6) 17±10,4 21,9±8,1 1,6±0,9 2±0,9 18,6±11,2 23,9±8,8
Lymphknoten-
metastasen 145
pN0 38(26) 13,9±7,8
0,668
17,2±8,3
0,252
1,6±0,9
0,15
2
2±0,8
0,441
15,5±8,5
0,655
19,2±9
pN1 50(35) 13,8±7 19,6±7,1 1,3±0,8 2,2±0,7 15,1±7,6 21,7±7,6 0,333
pN2 29(20) 14,9±8,2 18,9±8,5 1,4±0,8 2±0,8 16,2±8,8 20,7±9,1
pN3 28(19) 16±8 20,9±7,3 1,7±0,9 2,3±0,8 17,7±8,6 23,2±7,7
Fern
-metastasen 146
M0 97(66) 14,2±7,6
0,385
18,6±7,8
0,247
1,6±0,8 0,42
1
2,2±0,8
0,295
15,7±8,2
0,445
20,7±8,4 0,297
M1 49(34) 15,4±7,8 20,2±7,8 1,4±0,9 2±0,8 16,8±8,5 22,2±8,4
Venen
-infiltration 147
V0 78(53) 14,5±8
0,858
18,8±8
0,535
1,6±0,9
0,3
2,2±0,8
0,606
16,1±8,6
0,953
20,9±8,7 0,599
V1 69(47) 14,8±7,4 19,6±7,5 1,4±0,8 2,1±0,8 16,1±8 21,7±7,9
Lymphgefäß
-infiltration 147
L0 30(20) 14,1±8,1
0,653
18,3±8,2
0,504
1,7±0,9 0,19
8
2±0,8
0,408
15,7±8,8
0,768
20,3±8,9 0,480
L1 117(80) 14,8±7,6 19,4±7,7 1,5±0,8 2,2±0,8 16,2±8,2 21,5±8,2
Perineurale
Karzinose 144
Pn0 64(44) 15±8,2
0,463
18,7±8,5
0,600
1,6±0,9 0,15
3
2,2±0,8
0,678
16,5±8,8
0,451
20,8±9,1 0,585
Pn1 80(56) 14,1±7,2 19,4±7,1 1,4±0,8 2,1±0,7 15,5±7,8 21,5±7,6
Tumorstadium 146
Stadium I 34(23) 13,3±7,8
0,465
17,6±8,3
0,442
1,6±1
0,26
6
2,1±0,8
0,547
14,9±8,6
0,51
19,6±9
Stadium II 44(30) 13,9±7 19±7,7 1,4±0,7 2,2±0,8 15,2±7,5 21,1±8,4 0,635
Stadium III 19(13) 16,5±8,6 19,6±7 1,8±0,7 2,3±0,8 18,2±9 21,8±7,3
Stadium IV 49(34) 15,4±7,8 20,2±7,8 1,4±0,9 2±0,8 16,8±8,5 22,2±8,4
Grading (G) 147
G1 7(5) 17,8±10
0,067
20,4±9,9
0,098
2±0,8
0,18
7
2,4±0,8
0,564
19,9±10,7
0,061
22,9±10,6
G2 54(36) 12,9±6,9 17,6±7,4 1,4±0,8 2,1±0,7 14,2±7,5 19,6±8,1 0,182
G3 86(59) 15,5±7,8 20,1±7,8 1,5±0,9 2,1±0,8 17±8,5 22,2±8,3
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Laurén-Typ 121
intestinal 92(76) 13,9±7,1
0,164
18,3±7,5
0,133
1,4±0,8
0,091
2,1±0,7
0,734
15,2±7,6
0,146
20,3±8 0,153
diffus 29(24) 16,1±8,9 20,7±8,3 1,7±0,9 2,2±0,9 17,8±9,6 22,9±8,8
Tumorlokalisa
tion 145
Proximal 104(72) 14,4±7,6
0,844
19,5±7,4
0,264
1,5±0,8
0,355
2,1±0,7
0,788
15,8±8,2
0,780
21,6±7,9 0,291
Distal 41(28) 14,7±7,8 17,9±8,6 1,6±0,9 2,1±0,9 16,2±8,6 20±9,4
Invasionsfront 147
    Invasionstyp
Expansiv 72(49) 14,9±8,4
0,662
19,3±8,3
0,853
1,5±0,9
0,590
2,1±0,8
0,564
16,3±9,1
0,772
21,3±8,9 0,945
Infiltrativ 75(51) 14,4±7 19,1±7,3 1,6±0,8 2,2±0,7 15,9±7,6 21,2±7,9
    Budding-Typ
Negativ 67(46) 15,2±8,2
0,450
18,8±8,5
0,562
1,5±0,9
0,867
2,2±0,8
0,795
16,6±8,8
0,511
20,8±9,1 0,542
Positiv 80(54) 14,2±7,2 19,5±7,2 1,5±0,8 2,1±0,8 15,7±7,9 21,7±7,7
 Lymphozyteninfiltration
Negativ 69(47) 15,4±8,2
0,612
18,6±7,2
0,898
1,6±0,7
0,375
2,2±0,8
0,263
17,0±8,8
0,584
20,8±7,9 0,371
Positiv 78(53) 13,6±8,7 18,1±9,6 1,2±0,9 1,7±1,2 14,8±9,6 19,8±10,6
Tabelle 3: Klinisch-pathologische Daten und immunhistochemische Syndecan-
4-Expression
4.3.3.3  Korrelation der Syndecan-4-Expression mit den Überlebensdaten
Durch eine Kaplan-Meier-Analyse sollte der Zusammenhang zwischen der Syndecan-4-
Expression im Tumorzentrum bzw. an der Invasionsfront und dem Gesamtüberleben
untersucht werden.  Mit Hilfe der ROC-Analyse („Receiver Operating Characteristics“)
wurde  ein  geeigneter  cut-off  Wert  für  die  immunhistochemische  Expression  von
Syndecan-4 definiert, der bei bestmöglicher Kombination von Sensitivität und Spezifität
zwischen  einer  low  risk  und  high  risk  Gruppe  bezüglich  des  Gesamtüberlebens
diskriminieren konnte. Als Schwellenwert ließ sich ein Immunreaktiver Score von 15 für
das Tumorzentrum und ein IRS von 14 für die Invasionsfront identifizieren, so daß Fälle
mit einem IRS <14 bzw. 15 der gering-exprimierenden und Fälle mit einem IRS  ≥ 14
bzw. 15 der hoch-exprimierenden Gruppe zugeordnet wurden. 
Die Analyse zeigte, dass sich die Prognose der beiden Gruppen unterscheidet (Abb.
4.3.3.3a/b).  Eine  höhere  Syndecan-4-Expression  korrelierte  dabei  mit  einem kürzen
Gesamtüberleben der Patienten,  wobei  sich die Gruppen am deutlichsten durch die
Expressionsdaten an der Invasionsfront diskriminieren ließen. 
Die 1-, 3- und 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit betrug bei niedriger Expression
im Tumorzentrum 85,8%, 49,8% und 35,5% bei einer mittleren Überlebenszeit von 43,5
Monaten (min-max 32,6-54,4 Monate) gegenüber 81,2%, 40,6% und 17,6% bzw. 33,5 
41
Ergebnisse
Monaten (min-max 21,5-45,6 Monaten)  bei hoher Expression (p=0,143). 
An der Invasionsfront lag die 1-, 3- und 5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit bzw. die
mittlere  Überlebenszeit  bei  geringer  Syndecan-4-Expression  bei  91,3%,  65,4%  und
42,2% bzw. 43,2 Monaten (min-max 33,1-53,2), in der Gruppe mit hoher Syndecan-4-
Expression hingegen bei 64,1%, 18,0% und 14,3% bzw. 27.2 Monaten (min-max 13,9-
40,2) (p=0,071).
Abbildung 4.3.3.3.a : Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der Syndecan-4-
Expression im Tumorzentrum
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Abbildung 4.3.2.3.b: Gesamtüberleben in Abhängigkeit von der Syndecan-4-
Expression an der Invasionsfront
4.4.  Syndecan-4 mRNA- und-Proteinexpression 
Die  immunhistologische  Bewertung  der  Syndecan-4-Expression  im  Magenkarzinom
mittels  Immunreaktivem  Score  stellt  ein  semiquantitatives  Verfahren  dar.  Um  das
Ergebnis der histologischen Auswertung zu validieren, wurden die Proteinexpression
mittels ELISA und die mRNA-Konzentration mittels LC-PCR als quantitative Verfahren
an 28 repräsentativen Karzinomproben des Kollektivs bestimmt.
Der Cutt-off Wert für den Immunreaktiven Score wurde orientierend am Mittelwert bei
14  festgelegt  und  untergliedert  das  exemplarische  Kollektiv  in  eine  Gruppe  mit
geringem immunhistochemischen Expressionsscore (IRS=0-14) und eine Gruppe mit
hohem Expressionsscore (IRS=14,1-33). 
Der Vergleich der beiden Gruppen hinsichtlich der Syndecan-4-Proteinkonzentration
ergab  einen  hochsignifikanter  Unterschied  (p<0,001,  Abb.4.4.1):  Während  in  der
Gruppe der Karzinome mit einem geringen Expressionsscore die mittlere Syndecan-4-
Proteinkonzentration  bei  289,1±181,7  pg  Syndecan-4/mg  Gesamtprotein  (min-max
26,1-514,1  pg/mg)  lag,   betrug  die  mittlere  Proteinkonzentration  in  der  Gruppe  mit
einem hohen Expressionsscore 2014,4±1533,6 pg Syndecan-4/mg Gesamtprotein  
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(min-max 510,9-6713,6).  Für das Nichttumorgewebe ließ sich mit  221,5±35,1 pg/mg
(min-max  182,1-267,0  pg/mg)  eine  insgesamt  geringere  Syndecan-4-
Proteinkonzentration im Vergleich zum Tumorgewebe mit 1274,9±1440,9 pg/mg (min-
max 26,1-6713,6 pg/mg) nachweisen (p=0,16).
Abbildung 4.4.1: Korrelation der immunhistochemischen Expression und 
Proteinexpression von  Syndecan-4
Die spektrophotometrischen Analysen bestätigten, daß alle RNA-Proben rein und ohne
Lösungsmittel- oder Proteinenverunreinigungen waren. Dennoch war  bei der Analyse der
mRNA mittels LC-PCR von den 28 untersuchten Proben 16 nicht meßbar, so dass 12
Proben  für  die  Korrelationsanalyse  zur  Verfügung  standen.  Der  Mittelwertvergleich
zeigte auch hier eine Korrelation von immunreaktiven Score und Syndecan-4mRNA-
Expression,  wenngleich  der  Unterschied  aufgrund  der  geringen Fallzahl  auch  keine
statistische Signifikanz aufwies (Abb. 4.4.2.): Der mittlere  Syndecan-4-mRNA Gehalt
der Gruppe mit niedrigem Expressionsscore lag bei  18,63±6,6*10 -7 Kopien (min-max
14,5-28,6*10-7) im Vergleich zum mittleren  Syndecan-4-mRNA Gehalt der Gruppe mit
hohem  Expressionsscore  mit  40,91±43,9  *10-7 Kopien  (min-max  0,6-132,0*10-7)
(p=0,348). Das Nichttumorgewebe wies mit 9,15±3,0*10-7 Kopien (min-max 5,6-13,4*10-
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7)  eine  deutlich  geringere  Syndecan-4-mRNA-Expression  als  das  Tumorgewebe  mit
durchschnittlich 36,0±37,6*10-7 Kopien (min-max 0,6-132,0*10-7) auf (p=0,14).
Eine positive Korrelation zwischen der RNA- und Proteinkonzentration von Syndecan-4
konnte  im  Paarvergleich  der  12  für  beide  Analysen  auswertbaren  Proben
nachgewiesen werden (r=0,477, p=0,062).
Abbildung 4.4.2: Korrelation der immunhistochemischen Expression 
und mRNA- Expression von Syndecan-4
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5.  Diskussion
Methoden
Die  Auswertung  der  immunhistochemischen  Darstellung  der  Syndecan-4-Expression
erfolgte zunächst mittels Tissue Microarray-Technik (TMA). Diese Methode ermöglicht
das gemeinsame Färben von bis zu 36 Tumoren à vier Stanzen auf einem Paraffinblock
und spart darüber hinaus Material und Ressourcen(19,40,100).
Die zu einem jeweiligen Karzinom gehörigen Einzelstanzen, allesamt entnommen aus
dem  Tumorzentrum,  zeigten  vergleichbare  immunistochemische  Expressionswerte.
Dies  spricht  für  eine  homogene  Syndecan-4-Expression  im  Zentrum  des
Magenkarzinoms und dafür, daß die TMA-Technik geeignet ist, um die Expression eines
Proteins in einem größeren Tumorkollektiv zeit- und kosteneffektiv darzustellen und zu
quantifizieren. 
Bei  der  Ergänzung transmuraler  Schnittpräparate für  die  pT1-Karzinome und für  im
Array nicht auswertbare Tumoren fiel jedoch eine differentielle Syndecan-4-Expression
für Tumorzentrum und Invasionszone auf. Hier stellte sich die Frage, ob diese zonale
Expression bezüglich der Ausprägung klinisch-pathologischer Faktoren und hinsichtlich
der  Prognose  von  Bedeutung  ist.  Die  Fragestellung  der  vorliegenden  Arbeit  wurde
dementsprechend  spezifiziert,  was  bedeutete  daß  nicht  nur  die  Intensität  und  das
Expressionsmuster  der  Syndecan-4-Expression  der  Zellen  des  Tumorzentrums
betrachtet, sondern auch die Expression der Zellen der Invasionsfront einschließlich der
Tumorzellbuds  und  somit  pro  Tumor  zwei  verschiedene  Zonen  bewertet  werden
mussten. Hier stößt die Tissue Microarray-Technik an ihre Grenzen, da eine Entnahme
von Gewebestanzen aus der Invasionsfront auch bei exakter Markierung auf dem H&E-
Übersichts-Schnittpräparat  zu ungenau und viele  Fälle  nicht  ausreichend beurteilbar
wären. Zudem würde eine zusätzliche Entnahme von Stanzen aus dem Donorblock die
Verwertbarkeit des Paraffinblockes für weitere Untersuchungen stark herabsetzen. Aus
diesem  Grund  wurde  von  jedem  der  161  Karzinompräparate  des  Kollektivs  ein
transmurales Schnittpräparat angefertigt und unter Aufsicht einer erfahrenen Pathologin
(DJ) sowohl Tumorzentrum als auch Invasionsfront ausgewertet. In den meisten Fällen
stimmten die Ergebnisse der Array-Auswertung und die Ergebnisse der transmuralen
Schnittpräparate überein. Gab es Abweichungen in den Ergebnissen wurde letztendlich
zu Gunsten des transmuralen Schnittpräparates entschieden, da hier die Betrachtung
des gesamten Tumorabschnitts möglich war.
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Um  die  immunhistochemische  Färbreaktion zu  validieren  wurden  bei  jedem
immunhistochemischen  Färbegang,  wie  vom  Hersteller  des  Antikörpers  empfohlen,
auch Paraffinschnitte von nichttumorösem Lebergewebe mitgeführt, um die Qualität der
Färbung zu beurteilen.  Stellte  sich diese ohne Artefakte und homogen dar,  galt  die
Färbung  als  methodisch  einwandfrei.  Durch  die  oben  genannten  Schritte  wurde
versucht eine möglichst genaue und objektive immunhistochemische Darstellung von
Syndecan-4 zu erreichen. 
Die  molekularbiologischen Methoden zur  Gewebepräparation  und  zum Nachweis
von Syndecan-4-RNA und -Protein  mittels  Photometer,  PCR,  Gelelektrophorese und
ELISA  waren  alle  etabliert.  Verwendet  wurden  ausschließlich  Materialien  von
renomierten Herstellern unter Beachtung der vorgeschriebenen Hygienestandards um
eine Kontamination mit Fremdprotein oder -RNA zu vermeiden. 
Der  Nachweis  von  Syndecan-4-Protein  und  -mRNA aus  Gewebeproben  unseres
Kollektivs  diente  der  Validierung  des  immunreaktiven  Scores  (IRS)  als
semiquantitativen Verfahren. Es sollte also überprüft  werden, ob die Ergebnisse der
immunhistochemischen Auswertung,  welche letztendlich  auch eine  Bestimmung des
Syndecan-4-Gehalts einer Probe darstellt, mit einer objektiven Quantifizierung mittels
ELISA oder LC-PCR übereinstimmt.
Der  Syndecan-4-Proteingehalt  korrelierte  signifikant  mit  den  Ergebnissen  des
immunreaktiven Scores (p=0,003), so dass man davon ausgehen kann, daß durch den
immunreaktiven Score der Syndecan-4-Gehalt  der Probe quantitativ erfasst  wird.  Im
Rahmen  der  Syndecan-4-mRNA-Bestimmung  hingegen  mussten  nach  Analyse  der
LightCycler-PCR-Daten 16 der 28 Proben als nicht auswertbar eingestuft werden. Die
Auswertung der übrigen 12 Proben zeigt eine Korrelation von immunreaktivem Score
und RNA-Gehalt, obgleich die Ergebnisse aufgrund der geringen Probenzahl statistisch
nicht  signifikant  waren.  Die  Nichtauswertbarkeit  von  16  Proben  legt  die  Vermutung
nahe, dass durch die lange Kryokonservierung der Proben im Institut für Pathologie der
Universität Magdeburg oder durch schon mehrfach stattgefundene Auftauprozesse im
Rahmen  vorausgegangener  Untersuchungen  durch  weitere  Arbeitsgruppen  des
Institutes die fragile mRNA beschädigt wurde und somit nicht mehr nachweisbar war.
Auch könnte die Zeitspanne zwischen Gewebeentnahme in der chirurgischen Klinik und
Konservierung der Proben zu einer Beeinträchtigung der RNA-Qualität geführt haben.
Trotz aller Sorgfalt bei der Aufarbeitung des Gewebes ist auch eine Beschädigung der
RNA  im  Rahmen  unserer  Untersuchung  als  Störquelle  prinzipiell  möglich.  Die
problemlos auswertbare Analyse der  mitgeführten Kontrollen (Hep G2-Zelllinie  eines
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hepatozellulären  Karzinoms)  spricht  jedoch  dagegen.  Des  Weiteren  bestand  eine
positive Korrelation der Syndecan-4-RNA- und –Proteinkonzentration der 12 paarweise
auswertbaren Fälle, was die Erhebung realer Werte in der RNA-Analyse bestätigt und
eher  für  eine RNA-Schädigung der  nicht-auswertbaren Fälle  als  für  eine technische
Fehlerquelle spricht. Auch ist durch das deutlich signifikante Ergebnis der Syndecan-4-
Proteinbestimmung  die  beabsichtigte  Validierung  der  immunhistochemischen
Auswertung  gegeben,  zumal  Proteinkonzentration  von  Syndecan-4  eine  wesentlich
höhere  funktionelle  und  somit  auch  prognostischere  Bedeutung  haben  als  RNA-
Konzentrationen.
Patientenkollektiv und Prognose
Im Mittel  wurde bei  den männlichen Patienten in dem untersuchten Kollektiv mit  67
Jahren  und  bei  den  weiblichen  Patienten  mit  68  Jahren  ein  Magenkarzinom
diagnostiziert. Die aktuellen Daten des Robert Koch-Institutes und der Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID) hingegen postulieren ein
mittleres  Erkrankungsalter von  71  Jahren  für  Männer  und  75  Jahren  für  Frauen
(www.rki.de, Krebs in Deutschland 2005/2006 7. Ausgabe (02/2010)). Dieser deutliche
Unterschied im mittleren Erkrankungsalter  kann mehrere Gründe haben.  Zum einen
wurden in  unserem Kollektiv  nur  Patienten berücksichtigt,  für  die  die  Operation  die
Primärtherapie  darstellte.  Mutmaßlich  ältere  Patienten,  für  die  eine  Operation  nicht
mehr in Frage kam, oder die diese Form der Therapie ablehnten,  wurden nicht  mit
eingeschlossen. Zum anderen besteht unser Kollektiv größtenteils aus Patienten des
Universitätsklinikums Magdeburg. Als Zentrum werden hier möglicherweise besonders
junge Patienten behandelt.  Eine weitere Möglichkeit ist die frühzeitige Diagnostik bei
Verdacht auf ein Malignom, da im Universitätsklinikum Ressourcen wie Endoskopie und
andere  Methoden  der  Bildgebung  zeitnah  zur  Verfügung  stehen,  und
Screeningprogramme häufiger in universitären Zentren durchgeführt werden. So liegt
beispielsweise  in  einer  koreanischen  universitären  Studie  mit  über  12.300
Magenkarzinompatienten  das mittlere Erkrankungsalter bei 67 Jahren und entspricht
damit annähernd den Ergebnissen dieser Untersuchung(87). Eine Studie der Universität
Kiel  mit  338  Patienten  bestätigt  diese  mittlere  Erkrankungsalter  für  das
Magenkarzinom(176).
Das  Geschlechterverhältnis des  untersuchten  Kollektivs  liegt  bei  2,2:1  Männer  zu
Frauen.  Laut  Gesellschaft  der  epidemiologischen  Krebsregister  in  Deutschland  e.V.
(GEKID) erkrankten 2008 21,6/100.000 Männer und 10,2/100.000 Frauen in Sachsen-
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Anhalt  an  einem Magenkarzinom.  Dies  entspricht  einem Geschlechterverhältnis  von
2,1:1  Männer  zu  Frauen  und  damit  annähernd  dem  untersuchtem  Kollektiv
(www.gekid.de, Daten aus 2011). 
Mit  einer  5-Jahres-Überlebensrate von 20-30% hat  das Magenkarzinom auch heute
noch  eine  schlechte  Prognose(91,120).  Die  Inzidenz  des  Magenkarzinoms  hat  in  den
letzten  Jahren und Jahrzehnten deutlich  abgenommen.  Dies  wird  vor  allem auf  die
verstärkte  Helicobacter-Eradikation  zurück  geführt(30,63).  Durch  Massenscreening-
Programme vor allem in Japan, aber auch anderen asiatischen Ländern lässt sich die 5-
Jahres-Überlebensrate  auf  über  45%  anheben(53).  Hier  wird  das  Magenkarzinom in
deutlich früheren Stadien diagnostiziert. 
In Deutschland und anderen Industrienationen hingegen ist bei Diagnosestellung meist
schon  ein  fortgeschritteneres  Tumorstadium  erreicht  und  die  Prognose  dadurch
reduziert(160).
Die 5-Jahres-Überlebensrate des untersuchten Kollektivs lag mit 32% leicht höher als
der  bundesdeutsche  Durchschnitt.  Gründe  hierfür  könnten  die  erfolgte  Therapie  an
einem  Zentrum  (Universitätsklinikum  Magdeburg)  und  vor  allem  das  Fehlen  von
inoperablen bzw. palliativ betreuten Patienten im Kollektiv sein.
Klinisch-pathologische Parameter
Eine Reihe von klinisch-pathologischen Einflussfaktoren sind eng mit der Prognose des
Magenkarzinoms assoziiert.
Die  meisten  Patienten  im  untersuchten  Kollektiv  hatten  ein  Magenkarzinom im T2-
Stadium  (42,8%)  gefolgt  von  einem  T3-Stadium  (37,7%).  Das  T1-Stadium  war  mit
13,7%  vertreten.  Das  am  weitesten  fortgeschrittene  T4-Stadium  lag  bei  5,7%  der
Patienten vor.  Diese Verteilung entspricht  in  etwa einer  multizentrischen Studie von
Siewert et al.(160)  an 1654 Patienten. Hier waren die einzelnen Tumorstadien nach der
TNM-Klassifikation mit  38,5% (T2), 35,3% (T3), 20,8% (T1), 5,4% (T4) vertreten. Lag in
unserem Kollektiv die mittlere 1-, 3-, und 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate bei Vorliegen
eines  T1-Stadiums  noch  bei  100%,  94,4%  und  82,6%,  so  sank  diese  bei  einem
Karzinom im T4 Stadium auf 34,7%, 14,5% bzw. 3,1 % ab. In der Vergleichsstudie von
Siewert et al.(160) lag die 5-Jahres-  Gesamtüberlebensrate bei einem T1-Stadium bei ca.
81,2%  und  bei  einem  weiter  fortgeschrittenem  T4-Stadium  bei  ca.  13,0%.  Somit
entsprechen die Überlebensdaten für Tumoren mit  geringer lokaler Ausbreitung (T1)
den  Daten  unseres  Kollektives,  wohingegen  Patienten  mit  lokal  fortgeschrittenen
Karzinomen (T4) in unserem Kollektiv wesentlich bessere Überlebensdaten aufwiesen.
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Dies ist am ehesten darauf zurückzuführen, daß die von Siewert et al. (160)  untersuchten
Patienten  zwischen  1986  und  1989  diagnostiziert  und  behandelt  worden  sind,
dahingegen die in der vorliegenden Arbeit eingeschlossenen Patienten zwischen 1997
und  2009  behandelt  wurden  und  so  möglicherweise  von  einer  zwischenzeitlich
verbesserten Diagnostik und Therapie profitiert haben. 
Die  wichtigsten  Faktoren  hinsichtlich  des  Gesamtüberlebens  ist  das  Ausmaß  der
Lymphknotenbefalls und das Vorliegen von Fernmetastasen. 
Bei  negativem   Lymphknotenstatus   liegt  die   1-,  3-,  und  5-Jahres-
Gesamtüberlebensrate  bei  87,3%,  84,5%,  und  61,9% und  reduziert  sich  bei  einem
N3-Stadium auf 13,5%, 3,4% und 0% (p< 0,001). Ohne eine Fernmetastasierung liegt
die 1-, 3-, und 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate bei 72,9%, 58,1% und 44,5% um dann
bei  Vorliegen  einer  Fernmetastasierung  auf  33,9%,  14,3%  und  9,5%  zu  sinken
(p<0,001). Zu diesem Ergebnis einer Verschlechterung der Prognose in Abhängigkeit
von Lymphknoten- und Fernmetastasierung kamen auch Studien von Siewert et al. (160)
bzw. Lazar et al.(105)
Auch  eine  Infiltration  von  Lymphgefäßen  ist  in  dem  hier  untersuchten  Kollektiv
signifikant mit einem schlechteren Überleben korreliert (siehe Tabelle 1). 
In einigen anderen Studien wurde diese Korrelation ebenfalls bestätigt (86,102,104). Kunisaki
et  al.(102) konnten  sogar  zeigen,  dass  Patienten  mit  N0-Status  trotz
Lymphgefäßinfiltration  von  einer  adjuvanten  Chemotherapie  profitieren.  Die
Veneninfiltration  ist  in  dem  untersuchten  Kollektiv  ebenfalls  signifikant  mit  einer
schlechteren Prognose assoziiert. Dieses Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen von
Gabbert et al.(55) und Setälä et al.(157). Gabbert et al.(55)  konnten in einer Mainzer Studie
mit  529 Magenkarzinompatienten zeigen,  dass Patienten mit  Veneninvasion eine 5-
Jahres-Gesamtüberlebensrate  von  15%  im  Gegensatz  zu  55%  bei  Patienten  ohne
Veneninvasion  aufweisen.  In  der  Multivariatanalyse  von  Setälä  et  al. (157) mit  321
finnischen  Patienten  wurde  die  Lymphgefäßinfiltration  als  unabhängiger  negativer
prognostischer  Faktor  identifiziert.  In  unserem  Kollektiv  liegen  die  5-Jahres-
Gesamtüberlebensrate bei 8,2% mit Veneninfiltration und 53,5% ohne Invasion und sind
damit  vergleichbar  (p<0,001).  Die  Angioinvasion  in  Magenkarzinomen  ist  folglich
ebenfalls ein wichtiger prognostischer Faktor und sollte entsprechend der S3-Leitlinie
zur  Diagnostik  und Therapie  des Magenkarzinoms als  unabhängiger  Parameter  zur
Prognoseabschätzung beitragen(124).
Bilici et al.(13) konnten darüber hinaus die Signifikanz einer perineuralen Tumorinfiltration
für die Prognoseabschätzung belegen. So lag die 3-Jahres-Gesamtüberlebensrate bei
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38,5%  mit  einer  perineuralen  Infiltration  und  69,8%  ohne  diese.  Auch  in  unserem
Kollektiv  war  die  perineurale  Karzinose  mit  einer  1-,  3-  und  5-Jahres-
Gesamtüberlebensrate von 45,5% 25,6% und 20,2% im Vergleich zu 75,6%, 62,6% und
46,1% ohne Nervenscheideninfiltration ein negativer Prognosefaktor (p<0,001).
Übereinstimmend mit der Literatur wiesen auch in der vorliegenden Arbeit Patienten mit
einem  Karzinom  vom  diffusen  Typ  nach  Laurén  eine  signifikant  schlechtere
Überlebenszeit als Patienten mit einem Karzinom vom intestinalen Typ auf (p<0,001).
Die  bekannten  Unterschiede  der  beiden  Karzinomtypen  bezüglich  Ätiologie,
Epidemiologie und Tumorausbreitung und die damit einhergende schlechtere Prognose
der  diffusen  Karzinome  hat  dazu  geführt,  daß  nach  den  aktuellen  Leitlinien  zur
Behandlung  des  Magenkarzinoms  die  Laurén-Klassifikation  richtungsgebend  für
Therapieentscheidungen wie beispielsweise die Auswahl des OP-Verfahrens ist(156,179). 
Auch  der  Differenzierungsgrad  des  Tumors  stand  im  ausgewertetem  Kollektiv  in
direktem  Zusammenhang  mit  dem  Gesamtüberleben.  60,3%  der  Karzinome  waren
schlecht  differenziert  (G3),  35,4%  mäßig  differenziert  (G2)  und  lediglich  4,3%  gut
differenziert  (G1).  Betrug  die  1-,  3-  und  5-Jahres-Gesamtüberlebensrate  bei  gut
differenzierten  Karzinomen  noch  68,6%,  51,4% und  51,4%,  sanken  die  Zahlen  bei
schlecht  differenzierten  Karzinomen  auf  50,5%,  31,7%  und  24,0%  (p<0,001).
Die Studienlage zum Zusammenhang von Grading und Prognose sind nicht eindeutig. 
Während  bei  Siewert  et  al.(160)  das  Grading  keinen  signifikanten  Einfluss  auf  die
Prognose hat, bestätigen die Ergebnisse einer Multizenterstudie von Isobe et al. (86) an
12004  japanischen  Patienten  eine  herabgesetzte  Prognose  bei  schlechtem
Differenzierungsgrad.
Prognosefaktoren der Invasionsfront
Verschiedene  morphologische  Charakteristika  der  Invasionsfront  reflektieren  die
Tumorprognose  oftmals  eher  als  Eigenschaften  der  Zellen  des  Tumorzentrums.
Tatsächlich  zeigen  die  Ergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  einen  deutlichen
Zusammenhang  zwischen  morphologischen  Parametern  der  Invasionsfront  wie
Tumorzellbudding,  Lymphozyteninfiltration  und  Invasionstyp  und  der  mittleren
Überlebenszeit der Patienten als auch eine Korrelation dieser Parameter mit anderen
prognosebestimmenden, klinisch-pathologischen Faktoren.
Diskutiert werden muß hier zunächst, ob die Parameter Tumorzellbudding und Invasi-
onstyp  nicht  bereits  in  den  Subtypen  der  Laurén-Klassifikation  abgebildet  sind.  Die
Laurén-Klassifikation  differenziert  Magenkarzinome  entsprechend  ihrem  mikroskopi-
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schen Wachstumsverhalten in einen diffusen oder intestinalen Subtyp (104). Per definitio-
nem zeigen intestinale Karzinome  zusammenhängende kohäsive  Tumorzellgruppen
mit meist drüsiger Anordnung und verdrängendem Tumorrand. Diffuse Karzinome sind
definiert  als  unscharf  begrenzte  Tumore mit  diskohäsiv  gelagerten  Tumorzellen,  die
meist diffus die Magenwand infiltrieren. Die Klassifizierung nach Laurén erfolgt grund-
sätzlich nach dem prädominanten Wuchsmuster. Das Wachstumsverhalten der Tumor-
zellen  am  Tumorrand,  welches  beispielsweise  bei  der  aktuell  nicht  gebräuchlichen
Ming-Klassifikation(123)  beurteilt wird, wird hier nicht einbezogen. Somit sind bei Berück-
sichtigung der Definition des Tumorbuddings und der Vorgaben für die Laurén-Klassifi-
kation  diffuse  Karzinome nicht  mit  positivem Budding oder  infiltrativem Invasionstyp
gleichzusetzen, auch wenn sie dieses Phänomen gehäuft  aufweisen. Vielmehr stellt die
Beurteilung  von  Invasionstyp  und  Buddingverhalten  ergänzende  Informationen  zum
Wachstumsverhalten des Tumors bereit und hat möglicherweise prognostische Bedeu-
tung. Aktuelle Studien zum Tumorbudding im Magenkarzinom teilen diese Ansicht (99,169). 
Tatsächlich zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen vom Laurén-Typ unab-
hängigen deutlichen Zusammenhang zwischen morphologischen Parametern der Inva-
sionsfront wie Tumorzellbudding, Lymphozyteninfiltration und Invasionstyp und der mitt-
leren Überlebenszeit der Patienten als auch eine Korrelation dieser Parameter mit an-
deren prognosebestimmenden,  klinisch-pathologischen Faktoren.  Es erscheint  daher
sinnvoll, Tumorzellbudding und den Invasionstyp als ergänzende prognostische Marker
für das Magenkarzinom zu betrachten und für Therapieentscheidungen heranzuziehen. 
Rolle des Tumorzellbudding und Einfluss auf die Prognose
„Tumorbudding“ ist definiert als das Vorhandensein von isolierten oder aus maximal 5
Zellen  bestehender  Cluster  undifferenzierter  Tumorzellen  eingebettet  im Stroma der
Invasionsfront(128).  Es  reflektiert  den  Prozess  der  epithelial-mesenchymalen-
Transformation,  der  der  Tumorzelle  eine  Dissoziation  und  Mobilisierung  aus  dem
Tumorzellverband ermöglicht, ihr die Fähigkeit zur Matrix-Degradation, zur Abwehr der
lokalen Immunreaktionen und letztlich zur Invasion von Lymph- und Blutgefäßen und
damit zur Fernmetastasierung verleiht(42,110).
So wird das Tumorzellbudding im kolorektalem Karzinom seit längerem als wichtigster
histomorphologischer  Faktor  für  Hochrisikopatienten  und  als  unabhängiger
Prognosefaktor angesehen(145,174). Verschiedene Autoren konnten für das Kolonkarzinom
zeigen, daß positives Budding nicht nur mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist,
sondern  auch  als  Prognosefaktor  für  Lymphknotenmetastasen  und  eine  vermehrte
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Venen-,  Lymphgefäß-  und  Nerveninfiltration  geeignet  ist (118,145,174).  Auch  für  das
Pankreaskarzinom  und  Karzinome  das  Ösophagus  und  gastroösophagealen
Überganges  konnte  der  Zusammenhang  zwischen  Tumorzellbudding  und  einer
schlechten Prognose nachgewiesen werden(18,94).
Die  Ergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  zeigen,  dass  Tumorzellbudding  im
Magenkarzinom signifikant häufiger mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (siehe
Tabelle  1).  Patienten  mit  positivem  Budding  wiesen  vermehrt  eine  Lymph-  und
Angioinvasion, Lymphknotenmetastasen, ein fortgeschrittenes Tumorstadium sowie ein
kürzeres  1-,  3-  und  5-Jahres-Überleben  bzw.  kürzeres  Gesamtüberleben   auf  als
Patienten mit einem Karzinom ohne Budding (p<0,001, p=0,017, p=0,07 bzw. p=0,01).
Vor kurzem hat eine Arbeitsgruppe um Tanaka et al (169)  unsere Beobachtungen bzw.
Tumorzellbudding  als  negativen  prognostischen  Marker  für  das  Magenkarzinom
bestätigt. 
Rolle des Invasionstypes und Einfluss auf die Prognose
Die Beurteilung des Wachstumsmusters der tiefsten Infiltrationszone eines Karzinoms,
d.h. die Einteilung in eine expansive bzw. infiltrative Invasionsfront, ist v.a. als das 1986
von  Jass  et  al.(88)  vorgeschlagenen  Gradingsystem  für  Rektumkarzinome  bekannt.
Tatsächlich wurde bereits 1977 ein analoges Gradingsystem für das Magenkarzinom –
die sog. Ming-Klassifikation – vorgeschlagen(123). 
Daß dieses Grading auch für das Magenkarzinom prognostische Relevanz hat, zeigen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit: Es bestand eine deutliche Assoziation zwischen
dem  Invasionstyp  und  dem  Gesamtüberleben.  Die  Gesamtüberlebens-
wahrscheinlichkeit  bei  expansiver  Invasionsfront  liegt  nach 1-,  3-,  und 5 Jahren bei
63,4%, 52,2% und 38,1%. Bei infiltrativer Invasionsfront hingegen nur bei 54,4%, 32,2%
und 25,1% (p=0,06). Auch zeigte der infiltrative Typ signifikant häufiger eine Venen-,
Nerven-  und  Lymphgefäßinfiltration  (p=0,009,  p<0,001,  p<0,001),  Tumorzellbudding
(p<0,001) und eine Lymphknotenmetastasierung (p=0,09). 
Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten auch andere Studien zeigen, dass
Tumoren des Magens mit diffusem, infiltrativem Wachstum an der Invasionsfront eine
schlechtere  Prognose  aufweisen  als  jene  Karzinome  mit  expansivem  Wachstum
(24,105,157). 2005 zeigten Luebke et al.(109), dass ein infiltrativ wachsendes Magenkarzinom
im  Gegensatz  zu  expansivem  Wachstum  nicht  nur  eine  signifikant  schlechtere
Prognose  aufweist,  sondern  auch  hochsignifikant  mit  einem  fortgeschrittenem
Tumorstadium  (nach  TNM  und  nach  UICC),  einer  vermehrten
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Lymphknotenmetastasierung  und  einem  geringerem  Differenzierungsgrad  (Grading)
assoziiert  ist.  Diese  Autoren  konnten  außerdem  eine  Tendenz  zu  vermehrter
Fernmetastasierung feststellen. 
Außerdem korrelierte der infiltrative Invasionstyp signifikant häufiger mit dem diffusen
Wachstumsmuster  nach  Laurén,  wohingegen  Karzinome vom intestinalen  Typ  nach
Laurén häufiger eine expansive Invasionsfront aufweisen (p=0,017). Diese Korrelation
von  Infiltrations-  und Histotyp  ist  von  Luebke et  al.(109) bestätigt  worden.  Ursächlich
hierfür könnte der für den diffusen Typ charakteristische Verlust des Adhäsionsmoleküls
E-cadherin  sein,  was zur  epithelial-mesenchymalen Transformation beiträgt  und das
Herauslösen  der  Tumorzelle  aus  dem  Verband  und  die  Bildung  infiltrativer
Tumorformation, Cluster und Buds begünstigt.
Rolle der Lymphozyteninfiltration und Einfluss auf die Prognose
In  der  vorliegenden  Arbeit  geht  eine  verminderte  Lymphozyteninfiltation  im
Tumorgewebe  nicht  nur  mit  einer  signifikant  schlechterem  1-,3-,  und  5-Jahres-
Gesamtüberlebensrate  einher (64,3%, 51,1% und 36,6% gegenüber 52,5%, 31,5% und
25,9%,  p=0,027),  sondern  sie  korreliert  auch signifikant  mit  einem fortgeschrittenen
Tumorstadium  nach  UICC  (p=0,004),  einem  geringerem  Differenzierungsgrad  des
Tumors (Grading) (p=0,018), Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (p<0,001),
der Infiltration von Venen, Lymphgefäßen und Nerven (p=0,02, =0,001, <0,001). Die
Lymphozyteninfiltration scheint also eine wichtige Rolle  bezüglich Tumorprogression,
Metastasierung und Infiltration zu spielen.
Der  prognostisch  günstige  Einfluss  einer  Lymphozyteninfiltration  bei  Patienten  mit
Magenkarzinom konnte in diversen anderen Studien belegt werden (1,71,95,157). Speziell ein
Zusammenhang zwischen einer hohen Infiltrationsrate mit  natürlichen Killerzellen und
weniger  Lymphknotenmetastasen,  einer  geringeren  Anzahl  vom  Lymphgefäß-,  und
Veneninfiltrationen und einer höheren Zahl  von Patienten mit  Magenfrühkarzinomen,
d.h.  mit  früheren Tumorstadien,  lies sich nachweisen(81).  Darüber  hinaus scheint  die
Infiltration  mit  MHC  I-restriktiven,  CD8-positiven  T-Lymphozyten für  die  spezifische
Tumorzellerkennung eine Rolle zu spielen(16,17). Dieser prognostische Vorteil scheint das
Ergebnis einer körpereigenen Immunreaktion gegen Tumorantigene zu sein. Es konnte
gezeigt werden, dass durch lokale Expression von immunsuppressiven Zytokinen wie
Interleukin-10  und  TGF-beta  in  Magenkarzinomen  die  Immunantwort  unterdrückt
werden  kann(127) bzw.,  dass  Tumorzellen  durch  Sekretion  von  immunsuppressiven
Zytokinen eine suffiziente Immunantwort verhindern(142). 
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Auch  bei  anderen  Tumorentitäten  konnte  eine  Korrelation  zwischen  der
Lymphozyteninfiltration und dem  Gesamtüberleben gezeigt werden wie beispielsweise
bei  Karzinomen  des  Kolorektums(25,133),  des  Ösophagus(155),  der  Nieren(134),  der
Prostata(175), der Mamma(185) und dem Bronchialkarzinom(72). 
Das  Tumorzellbudding,  der  Invasionstyp  und  die  Lymphozyteninfiltration  der
Invasionsfront eignen sich somit offenbar als negativer prognostische Marker für das
Magenkarzinom.  Inwiefern  diese Parameter  jedoch im klinischen Alltag  bzw.  für  die
Prognoseabschätzung  und  Therapieentscheidungen  berücksichtig  werden,  bleibt
abzuwarten. 
Syndecan-4-Expression im Magenkarzinom
Mit der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals die Syndecan-4-Expression und seine
Bedeutung  für  die  Prognose  in  einem  umfangreichen  Kollektiv  von  161
Magenkarzinomen untersucht. Hauptergebnisse waren dabei eine Überexpression im
Vergleich  zum Nichttumorgewebe,  eine  zonale  Expression  innerhalb  des Karzinoms
sowie  eine  Korrelation  von  hohen  Syndecan-4-Expressionswerten  mit  klinisch-
pathologischen  Parametern  eines  fortgeschrittenen  Tumorstadiums  bzw.  einer
ungünstigen Prognose.
Zonale und membranöse Expression von Syndecan-4
In der aktuellen Literatur finden sich keine Angaben über die Syndecan-4-Expression in
Magenkarzinomen.  Übereinstimmend  mit  unseren  Ergebnissen  zeigen  jedoch
Untersuchungen  zu  anderen  Tumorentitäten,  wie  beispielsweise  dem  malignen
Melanom,  dem  hepatozellulären  Karzinom,  dem  Mammakarzinom  und  dem
Kolonkarzinom, eine Überexpression von Syndecan-4 im Karzinomgewebe im Vergleich
zum nichttumorös veränderten Ursprungsgewebe(43,67,150,158,188). In einer großen Studie an
18 Zelllinien,  darunter  5  maligne Mesotheliome,  4  Adenokarzinome (u.a.  Bronchial-,
Colon-,  Mammakarzinom)  und  9  benigne  Zelllinien,  konnten  Gulyás  et  al. (67)
nachweisen, dass in allen malignen Zelllinien die Syndecan-4-mRNA-Konzentration im
Vergleich zu den benignen Zelllinien stark erhöht war. Marzioni et al.(117) verwiesen in
diesem Zusammenhang auf eine signifikant erhöhte Syndecan-4-mRNA-Konzentration
in invasiven Blasenkarzinomen.
55
Diskussion
Des  Weiteren  ergaben  unsere  immunhistochemischen  Analysen  eine  Zunahme der
Syndecan-4-Expression  vom  Tumorzentrum  zur  Invasionsfront  hin  mit  stärkster
Expression  in  den  Tumorbuds.  Damit  einhergehend  kam  es  zur  Verschiebung  der
zytoplasmatischen Expression zu einer stark ausgeprägten membranösen Expression
mit  Betonung  des  zur  Invasionsfront  gerichteten  Zellpols.  Diese  differentielle
Betrachtung der Tumorzonen berücksichtigt die Tumorbiologie mit  höchster invasiver
und metastatischer Aktivität an der Invasionsfront und stellt eine Besonderheit der Arbeit
dar. Das beschrieben Expressionsmuster spricht dabei für Beteiligung von Syndecan-4
am lokalen Invasions- und Metastasierungsprozess. 
Die  epithelial-mesenchymale  Transformation  der  invasiven  Tumorzellen  bzw.  der
migrierenden  Tumorzellbuds  umfaßt  die  Aufhebung  der  Zell-Zell-Adhäsion,  die
Reorganisation des Zytoskeletts mit Ausbildung von Pseudopodien, die Expression von 
Adhäsionsmolekülen zur Anheftung an die extrazelluläre Matrix und die Initiierung der
Matrixdegradation(145). In all diese Prozesse ist Syndecan-4 involviert. 
Syndecan-4 hat als Membranprotein mit seiner extrazellulärer Domäne eine Vielzahl
von Bindungspartnern und Interaktionsmöglichkeiten in Hinblick auf Zellmigration und
Zell-Matrix-Adhäsion(32,52,122).  Somit ist eine gesteigerte bzw. vorwiegend membranöse
Expression von Syndecan-4 in Tumorzellen naheliegend. Syndecan-4 ist an der Bildung
fokaler  Kontakte  beteiligt,  ist  Bindungspartner  für  zahlreiche  Komponenten  der
extrazellulären  Matrix  und  unterstützt  so  die  Migration  von  Tumorzellen (108,181).  Im
Rahmen der Zellmigration erfolgt die Polarisation der Zelle durch Reorganisation des
Zytoskelettes und Formierung von Pseudopodien, was durch die Syndecan-4-induzierte
Aktivierung von Rho-GTPasen gesteuert werden kann(154). Syndecan-4 ist ebenfalls an
diversen intrazellulären Signalprozessen beteiligt. Des Weiteren sind die Syndecane an
endozytotischen  Prozessen  beteiligt  und  können  nach  Clusterbildung  von  der
Zelloberfläche entfernt und internalisiert werden, was zum Abbau fokaler Kontakte und
für  die  Migration  unabdingbar  ist(171,178).  Zusätzlich  ist  Syndecan-4  fähig,  über  seine
extrazelluläre  Domäne  tumorfördernde  Wachstums-  und  Entzündungsmediatoren  zu
binden und lokal  zu  konzentrieren(11,31,37,62).  Besonders die  Rolle  von Syndecan-4 im
Rahmen von Zellmigration(75,122) und der  Angiogenese(43,180) könnte  ein  Grund für  die
erhöhte,  Membran-betonte,  zur  Invasionsfront  gerichtete  Expression  an  der
Invasionsfront  im  Vergleich  zum  Tumorzentrum  sein,  da  hier  die  Zelldynamik  am
größten  ist  und  der  Tumor  expandiert  bzw.  mit  der  extrazellulären  Matrix  und
Gefäßwänden interagiert. 
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Syndecan-4-Expression und klinisch-pathologische Korrelationen bzw. Prognose
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  die  Intensität  und  Quantität  der  Syndecan-4-
Expression mittels immunreaktivem Score (IRS) ausgewertet und in Bezug zu klinisch-
pathologischen  Tumorparametern  gesetzt,  um  die  Rolle  von  Syndecan-4  im
Magenkarzinom zu beurteilen. Generell ließ sich eine Überexpression von Syndecan-4
für  prognostisch  ungünstigere  Tumorkategorien  beobachten:  Bei  fortgeschrittener
lokaler  Tumorausdehung (pT-Kategorie  nach TNM-Klassifikation)  nahm die Intensität
der  Syndecan-4-Expression  zu.  Ebenso  zeigten  die  Magenkarzinome  mit  einer
Angioinvasion, Nerveninfiltration oder mit Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen eine
höhere  Expression  auf  als  die  Karzinome ohne  diese Tumoreigenschaften.  In  allen
Kategorien  waren  die  Unterschiede  an  der  Invasionsfront  stets  stärker  als  im
Tumorzentrum ausgeprägt.
Daß eine Überexpression von Syndecan-4 im Magenkarzinom mit einer ungünstigen
Prognose einhergeht, bestätigte sich darin, daß Patienten mit hohen Expressionswerten
eine  geringere  1-,  3-  und  5-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit  und  ein  kürzeres
Gesamtüberleben  als  Patienten  mit  geringeren  Expressionswerten  aufwiesen.  Die
Patientengruppe mit schlechterer Prognose ließ sich v.a. durch die Expressionswerte
der Invasionsfront diskriminieren. 
Die  Parameter  Tumorausdehnung,  Angio-  und  Nerveninfiltration,  Lymphknoten-  und
Fernmetastasierung  bedürfen  der  Zellmigration.  Hier  nimmt  Syndecan-4  durch  die
Ausbildung  fokaler  Kontakte  und  als  Bindungspartner  für  Komponenten  der
extrazellulären Matrix eine migrationsfördernde Rolle ein(108,122,181).  Daß Syndecan-4 die
Tumorprognose  des  Magenkarzinoms  am  ehesten  über  migrationsförderne
Eigenschaften  beeinflußt,  wird  auch  durch  unsere  Beobachtungen  zur  Syndecan-4-
Expression in den unterschiedlichen histologischen Tumortypen nach Laurén gestützt:
Der  diffuse  Typ  zeigte  insbesondere  an  der  Invasionsfront  eine  deutlich  stärkere
Expression als der intestinale Typ nach Laurén. Bekannt ist, daß der intestinale Typ oft
mit  einer  expansiven  Invasionsfront,  d.h.  einer  Invasionsfront  im  bestehenden
Zellverband mit geringerer Metastasierungsneigung und meist besserer Differenzierung,
vergesellschaftet und der diffuse Typ meist mit infiltrativem Wachstum, also aggressiven
Tumorzapfen und der Ausbildung von Tumorbuds, assoziiert sind. Folglich könnte die
erhöhte  Syndecan-4-Expression  beim  diffusen  Typ  nach  Laurén  zu  einer  erhöhte
Zelldynamik  und  Migrationsneigung  der  Tumorzellen  führen  und  so  den
Zusammenhang  zwischen  diesem  histopathologischen  Typ,  einer  vermehrten
Lymphknoten- und Fernmetastasierung und einer schlechteren Prognose begründen.
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Die Annahme, daß Syndecan-4 im Magenkarzinom migrations- und invasionsfördernd
wirkt wird auch dadurch unterstützt, da mit vorliegender  Arbeit insbesondere eine hohe
Syndecan-4-Expression  in  Karzinomen  mit  positivem  Budding  bzw.  in  den
Tumorzellbuds  selbst  nachgewiesen  worden  ist.  Unabhängig  vom  histologischen
Subtyp  nach   Laurén  verfügen  offenbar  Karzinome  über  die  Bildung  Syndecan-4-
positiver  Tumorzellbuds über  aggressivere  Migrationseigenschaften,  was widerum in
einer schlechteren Prognose resultiert.  
Ein Syndecan-4-Mangel führt zudem zu einer verminderten Endothelzellmigration und
damit zu einer defizitären Angiogenese, welche für Tumorwachstum ebenfalls essentiell
ist(43,180).  Eine  hohe Syndecan-4-Expression  im Seminomen des Hodens  steht  so  in
Zusammenhang  mit  einer  gesteigerten  Angiogenese(170).  Die  tumor-assoziierte
Neovaskularisation war jedoch nicht Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit. 
Aktuell gibt es noch keine Veröffentlichungen bezüglich der Syndecan-4-Expression in
Magenkarzinomen. Auch existieren nur wenige Studien zur prognostischen Bedeutung
einer Syndecan-4-Überexpression in anderen malignen Tumoren. Mundhenke et al. (130)
beschrieb  einen  signifikanten  Anstieg  der  Syndecan-4-Expression  im Vergleich  zum
Nichttumorgewebe  in  immunhistochemisch  aufgearbeiteten  Mammakarzinomen
(p=0,003). Hier wurde besonders die hohe Expression in infiltrierenden Tumorzellen der
Invasionsfront herausgestellt. Baba et al.(3) konnten ebenfalls einen signifikanten 
Anstieg  der  Syndecan-4-Konzentration  in  Mammakarzinomen  feststellen.  Hier
korrelierte das Syndecan-4-Level mit der Tumorausdehnung, dem Grading und einem
negativen Östrogen-Rezeptorstatus. 
Funktionelle Studien, die die genaue Rolle von Syndecan-4 für die Tumorinvasion und –
metastasierung  untersuchen,  gibt  es  derzeit  nur  spärlich.  Anhand  einer
Leberkrebszellreihe  wiesen  Sutton  et  al.(166)  nicht  nur  eine  erhöhte  Syndecan-4-
Konzentration  nach,  sondern  auch,  dass  eine  SDF-1  (stromal  cell-derived  factor-1)
induzierte  Migration und Infiltration der  Tumorzellen unbedingt  Syndecan-4-abhängig
ist, und eine Syndecan-4-Downregulation den biologischen Effekt von SDF-1 reduziert.
Untersuchungen an der Zelllinie eines metastasierten malignen Melanoms kamen zu
dem  Ergebnis,  dass  ein  erhöhter  Syndecan-4-Level  durch  Aktivierung von  Wnt5A,
einem Signalprotein der Wnt-Familie,  zu einer erhöhten Metastasierungsneigung der
Zellen  führt(136).  Auch  konnte  hier  gezeigt  werden,  dass  eine  Downreguation  von
Syndecan-4  eine  gehemmte  Motilität  und  Invasionsneigung  der  Melanomzellen  zur
Folge hat. Des Weiteren konnten Zvibel et al.(193) anhand zweier Kolonkarzinomzelllinien
zeigen, dass Syndecan-4 signifikant die Konzentrationen von EGF (epidermal growth
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factor)  B2 und B3 erhöht,  welche ihrerseits  zu  einer  erhöhten Lebermetastasierung
führen. Eine weitere Studie wies nach, dass Tenascin-C als adhäsionsmodulierendes
Protein der extrazellulären Matrix durch Interaktion mit der FNIII13-Bindungsstelle von
Syndecan-4  dessen  aktivierende  Wirkung  auf  Fibronectin  hemmt  und  somit  eine
verstärkte Proliferation von Glioblastom- und Brustkrebszellen zur Folge hat(78). 
Ungeklärt bleibt die Ursache und funktionelle Bedeutung des in der vorliegenden Arbeit
nachgewiesen  Zusammenhanges zwischen  einer  hohen Syndecan-4-Expression  der
Tumorzellen  und  einer  fehlenden  oder  geringen  Lymphozyteninfiltration  der
Invasionsfront. Es ist bekannt, daß Syndecan-4 über seine Ektodomäne verschiedene
Zytokine wie Interleukin-2, -3, -4, -5, -7, -8, -10, -12, TNF-α, TGF-β, GM-CSF oder IFN-γ
lokal  konzentrieren  und  über  das  shedding  der  Ektodomäne,  das  entzündliche
Tumormikromilieu   einschließlich  der  Zusammensetzung  der  Tumor-assoziierten
Immunzellen modulieren, die antitumoralen Wirtsmechanismen beeinflussen und so die
Tumorprogression fördern kann(62,85). Beispielsweise hat lokal konzentriertes TGF-β eine
immunsuppressive und antiinflammatorische Wirkung und ist der Schlüsselregulator für
die  Proliferation  und  Funktion  der  regulatorischen  T-Zellen,  die  die  antitumorale
Immunantwort des Wirtes unterdrücken(21,96). Zudem wurde nachgewiesen, daß es die
Invasion und Metastasierung gastraler  Tumorzellen durch Aktivierung des JNK- und
ERK-Signalweges  und  die  Entwicklung  eines  diffusen  Zelltypes  fördert  und  zur
vermehrten  Migration  und  Invasion  des  Magenkarzinoms  beiträgt (25,32).  Während  es
zahlreiche  Untersuchung  zum Zusammenhang  von  Sydencan-4-Expression  und  der
Funktion von Tumor-assoziierten Makrophagen und T-  gibt(21,39,93,96),  findet  sich keine
aktuelle  Literatur  zur  Regulation  von  Lymphozytenmigration  und  –funktion  über
Syndecan-4. Möglich ist, daß die Lymphozytendichte der Invasionsfront über Syndecan-
4-vermittelte, Zytokin-induzierte Prozesse beeinflußt wird. Denkbar ist jedoch auch, daß
zwischen hoher Syndecan-4-Expression und geringer Lymphozytendichte lediglich ein
indirekter Zusammenhang besteht, da beide Faktoren mit einer schlechteren Prognose
assoziiert sind (1,71,95,157).  
Die wenigen in der Literatur verfügbaren Studien zu Syndecan-4 und seiner Rolle für 
die Tumorprogression erlauben gegebenenfalls einen Rückschluss auf die Rolle von 
Syndecan-4 im Magenkarzinom. Jedoch lässt sich dieser Zusammenhang nur durch 
weiterführende funktionelle Studien zur Syndecan-4-abhängigen Migration und Invasion
von Magenkarzinomzellen klären. 
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6.  Zusammenfassung
Das Magenkarzinom ist bei Männern die 5. häufigste und bei Frauen die 8. häufigste
Krebserkrankung und ist  für  5% aller  Krebstodesfälle  verantwortlich.  Die  mittlere  5-
Jahres-Überlebensrate  ist  mit  25-30%  weiterhin  ungünstig.  Zur  Entstehung  des
Magenkarzinoms trägt neben genetischen Veränderungen, Umweltfaktoren, Ernährungs
– und Lebensstil vor allem eine Helicobacter-pylori-induzierte, chronische Gastritis bei.
Auf  Grund  einer  forcierten  Helicobacter-Eradikation  ist  die  Inzidenz  seit  Jahren
rückläufig.
Das  in  dieser  Studie  untersuchte  Syndecan-4  ist  im  Rahmen  der  Tumorgenese
besonders  durch  seine  Funktion  für  die  Zellmigration,  Zell-Matrix-Adhäsion  und
Angiogenese von Bedeutung. Syndecan-4 ist ein Bestandteil fokaler Kontakte und ist
Bindungspartner zahlreicher Komponenten der extrazellulären Matrix und unterstützt so
die  Migration  verschiedenster  Zelltypen.  Seine  Überexpression  ist  für  verschiedene
Tumorentitäten  beschrieben  worden.  Zur  Expression  von  Syndecan-4  im
Magenkarzinom liegen jedoch keine Daten vor. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die prognostische Bedeutung von morphologischen
Parametern und der Syndecan-4-Expression von 161 Magenkarzinomen untersucht. 
Dabei erwiesen sich die morphologischen Parameter der Invasionsfront - Infiltrationstyp,
Lymphozyteninfiltration  und  Tumorbudding  –  als  Prognosefaktoren.  Der  infiltrative
Invasionstyp,  eine  fehlende  oder  geringe  Lymphozyteninfiltration  und  positives
Tumorbudding korrelierten sowohl mit einer lokal fortgeschrittenen Tumorausbreitung,
einer  Lymphknoten-  und  Fernmetastasierung,  einer  Venen-,  Lymphgefäß  und
Nerveninfiltration und mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium nach UICC als auch
mit  einem  geringeren  1-,  3-  und  5-Jahresüberleben  sowie  Gesamtüberleben  im
Vergleich zu den prognostisch günstigeren Faktoren expansiver Infiltrationstyp, positive
Lymphozyteninfiltration der Invasionsfront oder fehlendem Tumorbudding. 
Die Expressionsanaylse zu Syndecan-4 erfolgte immunhistochemisch an unauffälliger
Magenmukosa sowie an Tissue-Microarrays und an transmuralen Schnittpräparaten der
Karzinome,  die  eine  getrennte  Betrachtung  von  Tumorzentrum  und  Invasionsfront
ermöglichten.  Im  Vergleich  zur  nichttumorösen  Magenmukosa  fand  sich  im
Tumorgewebe eine Überexpression von Syndecan-4. Im Karzinom ließ sich eine zonale
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Expression, das heißt eine Zunahme der Syndecan-4-Expression vom Tumorzentrum
zur Invasionsfront hin mit stärkster Expression in den Tumorbuds nachweisen. Diese
zonale Expression lag auch in den Lymphknotenmetastasen vor, wobei die Syndecan-
4-Expression am stärksten im Bereich der kapselüberschreitenden Infiltrate war.  Die
semiquantitativ  mittels  immunreaktivem  Score  erfaßte  immunhistochemische
Expression korrelierte dabei mit der per ELISA und LC-PCR ermittelten Syndecan-4-
Protein- und –RNA-Expression. Eine Überexpression von Syndecan-4 korrelierte mit
prognostisch  ungünstigeren  Tumorkategorien  wie  einer  fortgeschrittenen  lokalen
Tumorausdehnung,  einer  Venen-,  Lymphgefäß-  oder  Nerveninfiltration  bzw.  einer
Lymphknoten-  sowie  Fernmetastasierung.  Des  Weiteren  ließ  sich  für  Patienten  mit
hoher  Syndecan-4-Expression  ein  kürzeres  1-,  3-  und  5-Jahresüberleben  sowie
Gesamtüberleben  im  Vergleich  zu  Patienten  mit  geringen  Expressionswerten  im
Karzinom  ermitteln,  wobei  die  Werte  der  Invasionsfront  die  höhere  prognostische
Aussagekraft hatten. 
Aufgrund des morphologischen Expressionsmusters und seiner Korrelationen mit 
prognostisch ungünstigen klinisch-pathologischen Parametern kann angenommen 
werden, daß Syndecan-4-Expression zur lokalen Invasion und Metastasierung des 
Magenkarzinoms beiträgt. Zur Bestätigung dieser These bedarf es jedoch 
weiterführender funktioneller Untersuchungen. 
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